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Eisen-Schwefel- (Fe/S-) Cluster sind anorganische Proteinkofaktoren und für das 
Leben essenziell. Diese Kofaktoren üben in der Zelle verschiedenste Funktionen aus. 
So vermitteln Fe/S-Cluster einiger Proteine den Transport von Elektronen, wohingegen 
andere für die Katalyse enzymatischer Reaktionen benötigt werden. Weiterhin gibt es 
Fe/S-Proteine, die als Sauerstoffsensoren agieren oder an der Regulation der 
Genexpression bestimmter Proteine beteiligt sind. Nicht zuletzt spielen Fe/S-Cluster 
eine entscheidende Rolle für die Stabilität mancher Proteine. Die Synthese aller 
zellulären Fe/S-Proteine unterliegt einem komplexen, hochkonservierten Mechanismus 
und ist abhängig von den Mitochondrien. In diesem Organell ist die Fe/S-Cluster- (ISC) 
Assemblierungsmaschinerie lokalisiert. Der zentrale Teil der ISC-Assemblierungs-
maschinerie wird für die Biogenese mitochondrialer [2Fe-2S]-Proteine und aller 
cytosolischen/nukleären Fe/S-Proteine benötigt. Für die Reifung mitochondrialer [4Fe-
4S]-Proteine sind zusätzlich weitere ISC-Mitglieder erforderlich. Zu diesen spät-
agierenden Faktoren gehören u.a. die sogenannten A-Typ Proteine und das Protein 
Iba57. Die Funktion dieser Proteine konnte durch diverse Studien in Bakterien und 
Hefe aufgeklärt werden. Zu ihren humanen Homologen, den A-Typ Proteinen ISCA1 
und ISCA2, sowie IBA57 lagen hingegen zu Beginn dieser Arbeit kaum funktionelle 
Untersuchungen vor. 
Die vorliegende Arbeit hatte daher als erstes Ziel, die Rolle der humanen Proteine 
ISCA1, ISCA2 und IBA57 für die zelluläre Fe/S-Proteinbiogenese aufzuklären. Hierfür 
wurden die drei Proteine in humaner Zellkultur depletiert und der jeweilige 
Depletionsphänotyp biochemisch und molekularbiologisch untersucht. Es zeigte sich, 
dass alle drei Proteine ausschließlich an der Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine 
beteiligt sind. Im Gegensatz dazu spielen sie keine Rolle für die Maturierung 
mitochondrialer [2Fe-2S]-Proteine und cytosolischer/nukleärer Fe/S-Proteine. Damit 
konnte die konservierte Funktion der ISCA Proteine und des IBA57 Proteins in der 
mitochondrialen [4Fe-4S]-Proteinbiogenese bestätigt werden. 
Als zweites Projekt dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Mutationen im IBA57-
Gen untersucht, die zu zwei unterschiedlichen Krankheitsbildern im Menschen führten. 
So war im ersten Fall das Krankheitsbild durch eine schwere Form der Myopathie und 
Enzephalopathie gekennzeichnet, die nach der Geburt zum baldigen Tode führte. Im 
zweiten Fall litten die Patienten an einer besonderen Form der erblichen spastischen 
Paraplegie, die mit optischer Atrophie und peripherer Neuropathie einhergeht, genannt 
SPOAN. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zunächst die jeweiligen 
Mutationen in IBA57 hinsichtlich ihres Einflusses auf die Expression des Proteins 
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analysiert. Im Krankheitsfall 1 zeigte sich, dass eine Punktmutation in IBA57 zu einem 
nahezu vollständigen Verlust des Proteins führte. Im Krankheitsfall 2 hingegen bewirkte 
eine Spleißmutation in IBA57 die Bildung eines anormalen, verkürzten Spleißprodukts, 
welches nicht translatiert wurde. Zusätzlich verblieb eine gewisse Menge des normalen 
IBA57-Spleißprodukts, was zu einer geringfügigen Proteinmenge in den 
Patientenzellen führte. Im Anschluss an die molekulargenetischen Untersuchungen 
wurde der biochemische Phänotyp der Patientenzellen untersucht. Hierdurch sollte die 
Frage beantwortet werden, ob Mutationen in IBA57 ursächlich für die beschriebenen 
Krankheitsbilder sein können. Durch Analyse von Patientenmaterial zeigte sich in 
beiden Fällen, dass die Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine gestört war, 
wohingegen die Maturierung mitochondrialer [2Fe-2S]-Proteine und 
cytosolischer/nukleärer Fe/S-Proteine normal verlief. Dabei wiesen Patientenzellen der 
Gruppe 1, die nahezu kein IBA57 Protein besaßen, eine stärkere Beeinträchtigung der 
Fe/S-Proteinbiogenese auf als Zellen der Gruppe 2. Der biochemische Phänotyp in 
IBA57-defizienten Patientenzellen deckt sich mit den funktionellen Daten, die durch 
Depletion von IBA57 im Modellorganismus Hefe oder in humaner Zellkultur gewonnen 
wurden. Daher ist davon auszugehen, dass die identifizierten Mutationen in IBA57 
tatsächlich ursächlich für die zwei vorliegenden Krankheitsbilder sind. Die graduellen 
biochemischen Unterschiede sind sehr wahrscheinlich auf die unterschiedlichen 
IBA57-Proteinlevel in beiden Patientengruppen zurückzuführen. Dieser 
Expressionsunterschied spielt womöglich eine Rolle für die Entwicklung zweier so 
unterschiedlicher klinischer Erscheinungsbilder. 
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die drei humanen 
ISC-Faktoren ISCA1, ISCA2 und IBA57 essenziell für die Reifung mitochondrialer 
[4Fe-4S]-Proteine sind. Ihre Rolle als spät-agierende ISC-Assemblierungsfaktoren ist 
demnach von Bakterien bis hin zum Menschen konserviert. Darüber hinaus konnte die 
in Modellsystemen postulierte Funktion von IBA57 durch Untersuchungen an IBA57-
defizienten Patientenzellen bestätigt werden. 
 





Iron-sulfur- (Fe/S-) clusters are inorganic protein cofactors and are essential for life. 
These cofactors perform various tasks within a cell. For instance, Fe/S clusters of 
some proteins are required for the transport of electrons, whereas others mediate 
enzyme catalysis. Additionally, Fe/S proteins can act as oxygen sensors or participate 
in the regulation of gene expression. Finally, Fe/S clusters are necessary for the 
stability of several proteins. Synthesis of all cellular Fe/S proteins requires a complex 
and highly conserved mechanism, and  is dependent on mitochondria. In this organelle 
the so-called Fe/S-cluster- (ISC) assembly machinery is localised. The core part of the 
ISC-assembly machinery mediates biogenesis of both mitochondrial [2Fe-2S]-proteins 
and all cytosolic/nuclear Fe/S proteins. Maturation of mitochondrial [4Fe-4S]-proteins 
requires additional ISC members. These late-acting ISC factors include the so-called 
A-type proteins and Iba57. The function of these proteins was elucidated via several 
studies in bacteria and yeast. However, functional data on the human homologues 
ISCA1, ISCA2 and IBA57 were missing at the beginning of this work. 
The first part of the present work aimed to clarify the role of human ISCA1, ISCA2 
and IBA57 in cellular Fe/S protein biogenesis. To this end, all three proteins were 
depleted in human cell culture in order to analyse the depletion phenotype via various 
biochemical and molecular biological methods. These analyses showed that ISCA1, 
ISCA2 and IBA57 exclusively participate in the maturation of mitochondrial [4Fe-4S]-
proteins. In contrast, biogenesis of mitochondrial [2Fe-2S]-proteins and 
cytosolic/nuclear Fe/S proteins was independent of these three ISC proteins. 
Collectively, these data showed the conserved role of the human ISCA proteins and 
IBA57 in mitochondrial [4Fe-4S]-protein biogenesis. 
In the second part of this work, the biochemical consequences of two different 
pathogenic mutations in IBA57 were investigated. These mutations were linked to two 
distinct human diseases. The first case was characterized by severe myopathy and 
encephalopathy, and was lethal in early infancy. In contrast, patients suffering from the 
second mutation developed a rare form of hereditary spastic paraplegia combined with 
optic atrophy and peripheral neuropathy, called SPOAN. Initially, the impact of these 
mutations on the expression of IBA57 protein was measured. In the first case a point 
mutation in IBA57 caused a decrease in protein below physiologically critical levels, 
whereas in the second case a splice mutation generated an aberrant truncated splice 
product which was not translated. However, in that case a minor portion of normally 
spliced IBA57 mRNA remained in the patients’ cells leading to the production of minute 
amounts of wild-type IBA57. Finally, it was evaluated if mutations in IBA57 were 
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causative for the disease phenotypes. Analysis of cell material derived from both 
patient groups revealed an impaired maturation of mitochondrial [4Fe-4S]-proteins. In 
contrast, formation of mitochondrial [2Fe-2S]-proteins and cytosolic/nuclear Fe/S 
proteins was normal. Interestingly, the effect on Fe/S protein biogenesis was stronger 
in patient cells of the first group lacking IBA57 protein. The biochemical phenotype of 
the patient cells reflects functional data achieved by IBA57 depletion in yeast and 
human cell culture. Thus, the identified mutations in IBA57 are likely causative for the 
two presented diseases. The biochemical variations in both patient groups are probably 
a result of the differences in IBA57 protein expression. In all likelihood, these 
expression differences contribute to the development of the two completely different 
disease phenotypes. 
In summary, the human ISC factors ISCA1, ISCA2 and IBA57 are essential for the 
formation of mitochondrial [4Fe-4S]-proteins. The function as late-acting ISC assembly 
factors is conserved from Bacteria to man. The hypothesized role of IBA57 in 
mitochondrial [4Fe-4S]-protein biogenesis was verified by analysis of IBA57-deficient 
patient cells. 
 





Für die Funktionsweise einer Reihe von Proteinen sind verschiedenartige Kofaktoren 
unerlässlich. Zu den anorganischen Kofaktoren zählen bestimmte Eisen-Schwefel-
Verbindungen, im Folgenden Fe/S-Cluster genannt. Sie sind evolutionär betrachtet 
sehr alte Strukturen und sowohl in Archaea als auch in Bakterien und Eukaryoten zu 
finden. In der eukaryotischen Zelle wurden Fe/S-Proteine bislang im Cytosol, den 
Mitochondrien und Plastiden, am endoplasmatischen Retikulum sowie im Zellkern 
identifiziert. Zu den am weitesten verbreiteten Fe/S-Clustern zählt die kubische [4Fe-
4S]-Form, welche durch die Verbindung von vier Eisenionen (Fe2+/3+) und vier 
Schwefelionen (S2-) entsteht. Die rhombische [2Fe-2S]-Variante wird durch je zwei 
Fe2+/3+- und S2--Ionen gebildet (Beinert et al., 1997). Darüber hinaus gibt es weitere, 
komplexere Formen von Fe/S-Clustern, in denen ebenso andere Ionen wie 
beispielsweise Molybdän im Falle der Nitrogenase gebunden sein können (Hu and 
Ribbe, 2013; Peters and Broderick, 2012). Am häufigsten werden Fe/S-Cluster über 
den Schwefel der Cysteinreste koordiniert. In einigen Fällen können aber auch Histidin 
oder Arginin als Liganden des Fe/S-Clusters dienen (Lill and Mühlenhoff, 2008). 
Fe/S-Proteine können recht verschiedene Funktionen ausüben. Durch den zügigen 
Wechsel zwischen beiden Oxidationsformen des Eisenions (Fe2+/3+) innerhalb des 
Fe/S-Clusters sind diese Verbindungen hervorragend geeigntet für den 
Elektronentransport. So sind Fe/S-Proteine beispielsweise innerhalb der Komplexe I, II 
und III der mitochondrialen oder bakteriellen Atmungskette, oder im Photosystem I 
photosynthetischer Organismen enthalten (Romberger and Golbeck, 2010; Sheftel et 
al., 2010a). Einige Fe/S-Proteine, wie die Aconitase oder die Liponsäuresynthase 
(engl. lipoic acid synthase; LIAS), benötigen ihren Kofaktor für die enzymatische 
Katalyse chemischer Reaktionen (Dupuy et al., 2006; Harmer et al., 2014). Andere 
Fe/S-Proteine dienen als Sensoren der Umwelt und agieren dabei als Regulatoren der 
Genexpression. Dies ist etwa der Fall bei dem humanen Eisenregulationsprotein 1 
(engl. iron regulatory protein 1; IRP1). Bindet dieses Protein einen [4Fe-4S]-Cluster, 
fungiert es als cytosolische Aconitase. Bei Verlust des Clusters hingegen, etwa bei 
vorliegendem Eisenmangel innerhalb der Zelle, beeinflusst IRP1 die Expression 
bestimmter an der zellulären Eisenhomöostase beteiligter Proteine (Volz, 2008). Dabei 
bindet IRP1 direkt an Haarnadelstrukturen, sog. „iron-responsive elements“ (IREs), in 
deren mRNAs. Andere Fe/S-Proteine tragen sauerstoffsensitive Fe/S-Cluster und 
wirken dadurch als O2-Sensoren (Zhang et al., 2012). Ferner kann Fe/S-Clustern eine 
strukturstabilisierende Funktion zugesprochen werden. Zu dieser Gruppe gehören 
einige Proteine, die in die DNA-Replikation und -Reparatur involviert sind, wie etwa die 
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eukaryotischen DNA-Polymerasen Pol α, Pol ε, Pol δ und Pol ζ, sowie die XPD DNA-
Helikase, welche im Zusammenhang mit der Hautkrankheit Xeroderma pigmentosum 
steht (Netz et al., 2011; White, 2009). 
Aufgrund der ubiquitären Verbreitung und facettenreichen Funktionen, die durch 
Fe/S-Proteine vermittelt werden, ist ein genaues Verständnis der Biosynthese dieser 
Proteinklasse essentiell. In den letzten Jahren wurden große Anstrengungen 
unternommen, um den Mechanismus der Fe/S-Proteinbiogenese mit Hilfe von 
Modellorganismen wie Escherichia coli (E. coli) oder der Bäckerhefe Saccharomyces 
cerevisiae (S. cerevisiae) detailliert aufzuklären. Dabei zeigte sich, dass die 
eukaryotische Fe/S-Proteinsynthese hinsichtlich Proteinausstattung und prinzipiellem 
Mechanismus stark dem bakteriellen System ähnelt. Dies ist durch die bakterielle 
Herkunft der Mitochondrien leicht zu verstehen und stützt die Endosymbiontentheorie 




Übersichtsschema 1. Mitochondrien sind essenziell für die Synthese aller zellulären 
Fe/S-Proteine. Die Biogenese von Fe/S-Proteinen in Eukaryoten beginnt im Mitochondrium und 
benötigt Eisen, das aus dem Cytosol in die Matrix transportiert wird. Die mitochondriale Fe/S-
Cluster-Assemblierungsmaschinerie (ISC-Assemblierungsmaschinerie) katalysiert die Reifung 
von Fe/S-Proteinen in mehreren aufeinanderfolgenden Schritten. Zunächst werden [2Fe-2S]- 
und [4Fe-4S]-Cluster de novo synthetisiert und im Anschluss auf entsprechende mitochondriale 
Apoproteine übertragen. Darüber hinaus stellt die ISC-Assemblierungsmaschinerie eine 
schwefelhaltige Komponente (X–S) her, die mittels der ISC-Exportmaschinerie in das Cytosol 
transportiert wird. Dort wird der Schwefel von der cytosolischen Fe/S-Protein-
Assemblierungsmaschinerie (CIA-Maschinerie) für die Bildung von Fe/S-Clustern verwendet, 
welche auf cytosolische, nukleäre und endoplasmatische Apoproteine übertragen werden. 
Modell adaptiert von (Sheftel et al., 2010a). 
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In der eukaryotischen Zelle sind die Mitochondrien unabdingbar für die Synthese aller 
zellulären Fe/S-Proteine (Übersichtsschema 1). In diesen Organellen ist die 
sogenannte Eisen-Schwefel-Cluster-Assemblierungsmaschinerie (ISC-Assemblie-
rungsmaschinerie von engl. iron sulfur cluster assembly machinery) lokalisiert, welche 
die Reifung mitochondrialer [2Fe-2S]- und [4Fe-4S]-Proteine vermittelt. Weiterhin liefert 
dieses System eine schwefelhaltige Komponente mittels der sog. ISC-
Exportmaschinerie an das Cytosol (Kispal et al., 1999; Qi et al., 2014; Schaedler et al., 
2014; Srinivasan et al., 2014). Hier wird der Schwefel der cytosolischen Fe/S-Cluster-
Assemblierungsmaschinerie (CIA-Maschinerie von engl. cytosolic Fe/S protein 
assembly machinery) zugeführt, welche die Reifung cytosolischer und nukleärer Fe/S-
Proteine vermittelt (eine Übersicht zur CIA-Maschinerie findet sich in (Netz et al., 
2014)). 
Die eukaryotische ISC-Assemblierungsmaschinerie lässt sich in zwei Hauptphasen 
untergliedern. Durch die zentrale ISC-Assemblierungsmaschinerie wird die Bildung 
eines [2Fe-2S]-Clusters und dessen Übertragung auf mitochondriale [2Fe-2S]-
Apoproteine vermittelt (Übersichtsschema 2 links). In einer zweiten Phase erfolgt die 
Konvertierung von [2Fe-2S]-Clustern zu einem [4Fe-4S]-Cluster. Diese Reaktion sowie 
die anschließende Übertragung auf mitochondriale Zielproteine erfolgt in Abhängigkeit 
von der zentralen ISC-Assemblierungsmaschinerie und erfordert zusätzliche 
Reifefaktoren, die den spät-agierenden ISC-Faktoren zugeordnet werden 
(Übersichtsschema 2 rechts). 
Bis heute konnten zehn Mitglieder der zentralen ISC-Assemblierungsmaschinerie 
identifiziert werden (Übersichtsschema 2 links). Da der generelle Mechanismus bis hin 
zum Menschen konserviert ist, verwende ich im Folgenden nur die humanen 
Bezeichnungen. Die Fe/S-Clustersynthese findet auf dem Gerüstprotein ISCU2 statt, 
wobei je zwei Eisen- und Schwefelionen zum [2Fe-2S]-Cluster vereinigt werden 
(Garland et al., 1999; Schilke et al., 1999; Tong and Rouault, 2006). Der Cystein-
Desulfurasekomplex NFS1-ISD11 liefert hierfür durch Konvertierung von Cystein zu 
Alanin den benötigten Schwefel, welcher noch zu Sulfid reduziert werden muss (Adam 
et al., 2006; Wiedemann et al., 2006; Zheng et al., 1994). Die dafür erforderlichen 
Elektronen werden durch eine Elektronentransportkette bestehend aus NAD(P)H, der 
Ferredoxinreduktase FDXR und dem Ferredoxin FDX2, einem [2Fe-2S]-Protein, 
bereitgestellt (Lange et al., 2000; Li et al., 2001; Sheftel et al., 2010b; Shi et al., 2012; 
Webert et al., 2014). Eisen gelangt zunächst durch das Transportprotein Mitoferrin 
(MFRN1/2) in Abhängigkeit vom Membranpotenzial in die Mitochondrien, wo es 
anschließend, evtl. durch die Vermittlung von Frataxin, für die Cluster-Biogenese auf 
ISCU2 verwendet wird (Paradkar et al., 2009; Shaw et al., 2006). Die genaue 
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molekulare Funktion von Frataxin konnte bisher allerdings nicht hinreichend geklärt 
werden. Einige Studien deuten auf eine direkte Rolle als Eisenlieferant hin, was durch 
die Interaktion von Frataxin mit den zentralen ISC-Faktoren ISCU2/NFS1/ISD11 
unterstützt wird (Gerber et al., 2003; Schmucker et al., 2011). Andere Untersuchungen 
hingegen ziehen die mögliche Stimulation der Desulfuraseaktivität von NFS1 durch 





Übersichtsschema 2. Die mitochondriale ISC-Assemblierungsmaschinerie ist in zwei 
Phasen gegliedert. Die zentrale ISC-Assemblierungsmaschinerie ist essenziell für die Reifung 
mitochondrialer [2Fe-2S]-Proteine und aller cytosolischer/nukleärer Fe/S-Proteine. Zusätzlich 
werden die spät-agierenden ISC-Faktoren für die Maturierung mitochondrialer [4Fe-4S]-
Proteine benötigt. Phase 1: Die zentrale ISC-Assemblierungsmaschinerie gewährleistet 
zunächst die Synthese von [2Fe-2S]-Clustern auf dem Gerüstprotein ISCU2. Der benötigte 
Schwefel wird durch den Desulfurasekomplex NFS1-ISD11 mittels Konvertierung von Cystein 
zu Alanin gewonnen. Die Reduktion des Schwefels erfolgt durch eine Elektronentransportkette 
bestehend aus NAD(P)H, der Ferredoxinreduktase FDXR und dem Ferredoxin FDX2. An der 
Bereitstellung des Eisens ist vermutlich Frataxin beteiligt. Im Anschluss an die Bildung des 
[2Fe-2S]-Clusters wird dieser von ISCU2 mit Hilfe eines Hsp70-Chaperonsystems gelöst. 
Hierfür werden GRP75, das Cochaperon HSC20 und der Nucleotidaustauschfaktor GRPEL1/2 
benötigt. Der [2Fe-2S]-Cluster wird zunächst transient auf das Glutaredoxin GLRX5 übertragen, 
bevor er von dort ohne weitere Hilfe in [2Fe-2S]-Apoproteine inseriert wird. Phase 2: GLRX5-
gebundene [2Fe-2S]-Cluster werden mit Hilfe der spät-agierenden ISC-Faktoren zu einem [4Fe-
4S]-Cluster konvertiert. Für diesen Prozess und die anschließende Übertragung auf 
entsprechende Apoproteine werden gleichsam ISCA1, ISCA2 und IBA57 benötigt. Beide ISCA-
Proteine binden eine eisenhaltige Komponente, wobei die genaue Identität dieses 
Eisenkofaktors unter zellulären Bedingungen nicht bekannt ist (s. Box und Abschnitt 3). Neben 
diesen Reifefaktoren spielen weitere, spezialisiertere Proteine eine Rolle. NFU1 und BOLA3 
sind vermutlich für die Reifung von Liponsäuresynthase (LIAS), Succinatdehydrogenase (SDH) 
und Komplex I essenziell, wohingegen IND1 ausschließlich für die Maturierung von Komplex I 
benötigt wird. Modell adaptiert von (Stehling et al., 2014). 
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Im Anschluss an die Assemblierung wird der [2Fe-2S]-Cluster von ISCU2 gelöst und in 
mitochondriale Apo-Zielproteine eingefügt. Die Cluster-Ablösung von ISCU2 erfordert 
ein Hsp70-Chaperonsystem bestehend aus GRP75, dem Cochaperon HSC20 und 
dem Nucleotidaustauschfaktor GRPEL1/2. Der [2Fe-2S]-Cluster wird dann transient 
auf das Monothiol-Glutaredoxin GLRX5 übertragen, von dem eine Insertion in 
Apoproteine erfolgt (Shan and Cortopassi, 2012; Shan et al., 2007; Stehling et al., 
2014). 
Für die Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine werden weitere ISC-Faktoren 
benötigt (Übersichtsschema 2 rechts). Hierzu zählen die in S. cerevisiae identifizierten 
Proteine Isa1, Isa2 und Iba57 (Gelling et al., 2008; Jensen and Culotta, 2000; Kaut et 
al., 2000; Pelzer et al., 2000). Isa1 und Isa2 gehören zur Familie der sogenannten A-
Typ ISC-Proteine, welche zur Übertragung eines Fe/S-Clusters auf Apoproteine 
befähigt sind (Vinella et al., 2009). Die Deletion von Isa1 führt in der Hefe zu einem 
Wachstumsdefekt, welcher durch die Expression verschiedener A-Typ Proteine aus E. 
coli komplementiert werden kann (Mühlenhoff et al., 2011). Dies zeigt, das Isa1 als 
funktionelles Ortholog bakterieller A-Typ Proteine agiert. Isa2 hingegen ist spezifisch 
für Eukaryoten, und kann nicht durch prokaryotische A-Typ Proteine ersetzt werden. 
Dies ist wohl auf einen spezifischen Sequenzabschnitt in Isa2 zurückzuführen, welcher 
in keinen anderen A-Typ Proteinen vorkommt (Mühlenhoff et al., 2011). Iba57 weist 
eine hohe Sequenzhomologie zu diversen Tetrahydrofolat-bindenden Enzymen wie 
dem E. coli Homolog YgfZ auf (Gelling et al., 2008). YgfZ ist nur unter Folatbindung 
funktionell, und auch für eukaryotische Homologe wie Iba57 ist eine Abhängigkeit von 
Folat als Kofaktor denkbar (Waller et al., 2010). Mehrere Studien in E. coli, S. 
cerevisiae und Trypanosoma brucei (T. brucei) zeigen, dass Isa1, Isa2 und Iba57 für 
die Reifung gleichermaßen aller [4Fe-4S]-Proteine innerhalb der Mitochondrien 
benötigt werden (Long et al., 2011; Mühlenhoff et al., 2011; Tan et al., 2009). Darüber 
hinaus ließ sich in der Hefe die physische Interaktion zwischen allen drei Proteinen 
nachweisen, was die Wirkungsweise als funktionellen Komplex nahelegt (Gelling et al., 
2008). 
Zu Beginn dieser Arbeit lagen kaum Daten zu den humanen Homologen der drei 
Proteine, genannt ISCA1, ISCA2 und IBA57, vor. Da die ISC-Assemblierungs-
maschinerie in ihren Grundzügen in allen Domänen des Lebens zu finden ist, erscheint 
jedoch eine funktionelle Konservierung auch dieser ISC-Faktoren naheliegend. Eine 
kürzlich veröffentlichte Studie konzentrierte sich auf die Analyse von ISCA1 und zeigte 
dessen Teilnahme an der Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine in HeLa-Zellen 
(Song et al., 2009). Die Untersuchung lieferte ferner Hinweise auf eine zusätzliche 
cytosolische Expression von ISCA1 sowie dessen Interaktion mit dem CIA-Faktor 
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IOP1, woraufhin eine aktive Rolle der cytosolischen Variante bei der Reifung extra-
mitochondrialer Fe/S-Proteine postuliert wurde. Nähere Untersuchungen zu ISCA2 und 
IBA57 wurden bisher nicht durchgeführt. 
Im Rahmen meiner Arbeit sollte daher zunächst geklärt werden, ob die Rolle von 
ISCA1, ISCA2 und IBA57 als Maturierungsfaktoren mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine 
bis hin zum Menschen konserviert ist (s. Abschnitt 2.1). Zu diesem Zweck wurden 
mittels der RNA-Interferenztechnik (RNAi-Technik) in HeLa-Zellen die entsprechenden 
mRNAs von ISCA1, ISCA2 und IBA57 abgebaut, was zu einer massiven Depletion der 
Proteine führte. Anschließend wurden die daraus resultierenden Phänotypen 
hinsichtlich der Maturierung mutmaßlicher Zielproteine analysiert. Dabei zeigte sich, 
dass die Funktionen aller drei Proteine in der Tat auch im Menschen konserviert sind. 
Sie sind ausschließlich für die Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine erforderlich, 
besitzen jedoch keine Relevanz für die Maturierung mitochondrialer [2Fe-2S]-Proteine 
sowie cytosolischer/nukleärer Fe/S-Proteine (Übersichtsschema 2 rechts). Weiterhin 
war es ein Anliegen, die von Song und Kollegen angenommene cytosolische Funktion 
von ISCA1 mit weiteren biochemischen Analysen zu überprüfen. Da die ISCA1 und 
ISCA2 Proteine zu 25.4 % identisch sind (nach ExPASy/LALIGN, Huang and Miller, 
1991), wurde für die erforderlichen Analysen auch eine mögliche cytosolische Variante 
von ISCA2 berücksichtigt. Unsere Daten legten jedoch nahe, dass sowohl ISCA1 als 
auch ISCA2 ausschließlich in Mitochondrien lokalisert sind und als Teil der ISC-
Assemblierungsmaschinerie agieren. Die forcierte Expression beider Proteine im 
Cytosol hingegen hatte keinen Einfluss auf die Maturierung extra-mitochondrialer Fe/S-
Proteine. 
Neben den ISCA-Proteinen und IBA57 wurden in den letzten Jahren weitere spät-
agierende ISC-Faktoren identifiziert, die womöglich für die Übertragung des auf 
ISCA1/ISCA2 generierten [4Fe-4S]-Clusters auf bestimmte Zielproteine benötigt 
werden. So vermitteln NFU1 und BOLA3 die Inserierung des Clusters in die 
entsprechenden Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe I und II, sowie in LIAS 
(Cameron et al., 2011; Navarro-Sastre et al., 2011). IND1 hingegen weist die höchste 
Spezifität auf: Dieser ISC-Faktor wird ausschließlich für die Reifung der [4Fe-4S]-
Untereinheiten von Komplex I benötigt (Bych et al., 2008; Sheftel et al., 2009; Stehling 
et al., 2014). 
Die Deletion der meisten zentralen ISC-Faktoren ist in der Hefe letal (Lill, 2009). Der 
essentielle Charakter dieser Proteine spiegelt sich in diversen humanen Krankheiten 
wieder, welche auf Mutationen innerhalb der für die ISC-Faktoren kodierenden Gene 
beruhen. Bisher wurden elf der humanen ISC-Assemblierungs- und Exportfaktoren mit 
verschiedenen Krankheitsbildern in Verbindung gebracht (Stehling et al., 2014). 
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So liegt etwa der neurodegenerativen Erkrankung Friedreich-Ataxie eine minimierte 
Expression oder Funktion von Frataxin zugrunde (Campuzano et al., 1996; Martelli et 
al., 2012). Das Krankheitsbild beinhaltet eine fortschreitende spinozerebelläre Ataxie, 
welche Bewegungsstörungen des gesamten Körpers bedingt. Auf zellulärer Ebene ist 
die Krankheit charakterisiert durch eine beeinträchtigte Fe/S-Proteinbiogenese, 
mitochondriale Eisenakkumulation sowie die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
(Armstrong et al., 2010; Delatycki et al., 1999; Rötig et al., 1997). Die durch einen 
Spleißdefekt in ISCU bedingte Muskeldystrophie ist ein weiteres prominentes Beispiel 
für ISC-assoziierte Krankheiten (Mochel et al., 2008; Olsson et al., 2008). 
Interessanterweise sind die Auswirkungen dieses Defekts, der einen stark verringerten 
ISCU2-Proteinspiegel zur Folge hat, auf die gestreifte Muskulatur beschränkt (Crooks 
et al., 2012; Nordin et al., 2012), was im Patienten u.a. Muskelschwäche und 
Herzinsuffizienz-bedingte Belastungsintoleranz zur Folge hat. Diese Symptomatik lässt 
sich durch einen generellen Fe/S-Biogenesedefekt der betroffenen Gewebe erklären, 
welcher u.a. die Atmungskettenkomplexe I bis III betrifft und dadurch die ausreichende 
Versorgung mit ATP unterbindet (Hall et al., 1993; Haller et al., 1991). In letzter Zeit 
wurden weiterhin einige spät-agierende ISC-Reifefaktoren mit der Entwicklung 
humaner Erkrankungen in Verbindung gebracht. So führen Mutationen in NFU1 und 
BOLA3 zu Enzephalopathie und pulmonaler Hypertonie, die schon im frühen 
Kindesalter letal sind (Cameron et al., 2011; Navarro-Sastre et al., 2011). Eine 
Kombination aus Punkt- und Spleißmutation im IND1-Gen bedingt einen Verlust der 
Komplex I-Aktivität und geht einher mit mitochondrialer Enzephalopathie, die sich v.a. 
durch motorische Beeinträchtigungen ausdrückt (Kevelam et al., 2013). 
Nach Veröffentlichung unserer Funktionsstudie zu den humanen ISC-Reifefaktoren 
ISCA1, ISCA2 und IBA57 (s. Abschnitt 2.1 und (Sheftel et al., 2012)) trat ein belgisches 
Forschungs- und Ärzteteam aus Gent und Antwerpen an uns heran. In ihrer Obhut 
lagen zwei Geschwisterkinder, die an schwerer Myopathie und Enzephalopathie litten 
und nach der Geburt rasch verstarben. Blutuntersuchungen offenbarten eine 
Lactatazidose und Hyperglycinämie, welche zusammen mit der vorliegenden schweren 
Hypotonie einen Atmungskettendefekt vermuten ließen. Tatsächlich legten 
weiterführende biochemische Analysen eine verminderte Aktivität der 
Atmungskettenkomplexe I und II sowie LIAS offen, woraufhin ein Defekt der Fe/S-
Proteinsynthese angenommen wurde. Anschließende molekulargenetische 
Untersuchungen ergaben bei beiden Kindern eine homozygote Mutation im für IBA57 
kodierenden Gen. 
Einige Wochen später kontaktierte uns ein klinisches-neurogenetisches 
Forschungsteam aus Jerusalem und Paris, welches seit 10 Jahren eine blutsverwandte 
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Familie mit über mehrere Generationen auftretender spastischer Paraplegie betreut. 
Durch molekulargenetische Analysen ließ sich in den betroffenen Mitgliedern dieser 
Familie eine homozygote Mutation in IBA57 ermitteln, wobei es sich hierbei um eine 
vom belgischen Fall abweichende Mutation handelt. 
Wir sahen uns daher mit zwei völlig verschiedenen Krankheitsbildern konfrontiert – 
einerseits eine perinatal letale Enzephalomyopathie, andererseits fortschreitende 
spastische Paraparese, die den Betroffenen ein relativ normales Leben gestattet. 
Deshalb war in Kollaboration mit den beiden Forschungsteams zu klären, ob der 
gemeinsame Nenner beider Erkrankungen ein Defekt in IBA57 sein kann, und warum 
die Mutationen zu solch unterschiedlichen Phänotypen führen (s. Abschnitt 2.2 und 2.3 
und Ajit Bolar et al., 2013; Lossos et al., im Druck). Biochemische Untersuchungen der 
in Belgien betreuten Patienten hatten bereits auf einen Fe/S-Assemblierungsdefekt 
hingewiesen. Mit Hilfe weiterführender Analysen wurde nun überprüft, ob die 
detektierte Mutation in IBA57 tatsächlich ursächlich für die Erkrankung ist und wie 
genau sich dieser Defekt auf die Expression von IBA57 auswirkt. Auch im Falle der 
palästinensisch-arabischen Familie sollte ermittelt werden, inwieweit die Mutation in 
IBA57 die Expression und Funktion des Proteins beeinflusst. Ferner gingen wir mittels 
Analyse von Patientenmaterial der Frage nach, ob dieser besonderen Form von 
spastischer Paraplegie tatsächlich ein Defekt in der Fe/S-Proteinsynthese zugrunde 
liegt. 
Im folgenden Abschnitt werde ich die Ergebnisse der drei dieser Dissertation 
zugrunde liegenden Studien kurz zusammenfassen. 
 





2.1 Die humanen Proteine ISCA1, ISCA2 und IBA57 sind 
essenziell für die Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine 
 
The human mitochondrial ISCA1, ISCA2, and IBA57 proteins are required for [4Fe-4S] 
protein maturation. 
Sheftel und Wilbrecht et al., Molecular Biology of the Cell, 2012 
 
Die vorliegende Studie widmet sich der funktionellen Charakterisierung der humanen 
ISC-Faktoren ISCA1, ISCA2 und IBA57 in Zellkultur. Zunächst sollte die intrazelluläre 
Lokalisation von ISCA1, ISCA2 und IBA57 bestimmt werden. Hierfür wurden für das 
jeweilige Protein spezifische Antikörper hergestellt. HeLa-Zellen wurden mittels 
Digitonin, einem nichtionischen Tensid, welches Zellmembranen permeabilisiert, lysiert 
und durch Zentrifugation in eine cytosolische und eine Membranfraktion, welche u.a. 
Mitochondrien enthält, aufgetrennt. Das Zelllysat (L) sowie die Membran- (M) und 
Cytosolfraktionen (C) wurden mittels Gelelektrophorese, Westernblot und 
anschließender Immunodetektion analysiert (Publikation 1 Abb. 1A). Dabei diente der 
α-F1α/β-Antikörper, der spezifisch die F1-Untereinheit des Atmungskettenkomplexes V 
erkennt, als mitochondrialer, und α-Tubulin als cytosolischer Marker. Mit Hilfe der 
ISCA1-, ISCA2- und IBA57-spezifischen Antikörper ließen sich alle drei Proteine in der 
membranhaltigen Fraktion nachweisen, nicht jedoch im Cytosol. Um die zelluläre 
Lokalisation weiter einzugrenzen, wurden HeLa-Zellen mit jeweils einem Plasmid 
transfiziert, welches für ein Fusionsprotein aus einem der drei ISC-Faktoren und einem 
C-terminalen grün fluoreszierenden Protein (GFP) kodiert. Zusätzlich wurde ein 
Plasmid transfiziert, welches die Sequenz für eine Mitochondrien-gerichtete Variante 
des rot fluoreszierenden Proteins aus Discosoma sp. enthält (dsRedMito). Konfokale 
Mikroskopie lebender Zellen zeigte eine Überlappung der Signale für die ISCA1- und 
IBA57-Fusionsproteine mit dsRedMito (P1 Abb. 1B). Das ISCA2-Fusionsprotein war 
hingegen cytosolisch exprimiert. Im Hinblick auf die vorangegangene biochemische 
Analyse, welche keinen Nachweis für endogenes ISCA2 im Cyotosol lieferte, ist hierbei 
jedoch von einem Expressionsartefakt auszugehen: So scheint es, dass nach 
Überexpression von ISCA2 nicht alle Moleküle in die Mitochondrien transportiert 
werden, bspw. aufgrund von Auslastung der Importmaschinerie, und daher im Cytosol 
verbleiben. Dieser Effekt tritt – in geringerem Maße – auch nach Überexpression einer 
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ungetaggten Variante des Proteins (smISCA2; P1 Abb. 3B) auf. In diesem Fall spricht 
die mittels Elektrophorese detektierte größere Variante von ISCA2 für ein 
Vorläuferprotein (preISCA2), welches erst nach Import in das Mitochondrium 
prozessiert wird. Zusammenfassend zeigte sich, dass ISCA1, ISCA2 und IBA57 
ausschließlich in den Mitochondrien lokalisiert sind. 
Zur Untersuchung der von ISCA1, ISCA2 und IBA57 ausgeübten Funktionen wurde 
ein Depletionsansatz mittels RNAi-Technologie in humaner Zellkultur gewählt. Hierfür 
wurde jeweils eine Kombination von siRNAs, die an verschiedenen Stellen der Ziel-
mRNA binden, verwendet, um sowohl die Möglichkeit von unspezifischen, sog. off-
target Effekten zu verringern, als auch die Depletionseffizienz zu verstärken. Um den 
Depletionseffekt weiter zu intensivieren, wurden transfizierte HeLa-Zellen für drei Tage 
in Kultur gehalten, anschließend geerntet und ein Teil der Zellen re-transfiziert. Diese 
Prozedur wurde nach weiteren drei Tagen noch einmal wiederholt. Der Einsatz der 
siRNAs bewirkte eine starke mRNA- und Proteindepletion von ISCA1, ISCA2 und 
IBA57 bereits nach der ersten Transfektion (P1 Abb. S1, Abb. 2). Bemerkenswert ist, 
dass die Verringerung von ISCA2 eine verstärkte Expression von ISCA1 zur Folge 
hatte, was als kompensatorischer Effekt gedeutet werden kann. Die Depletion von 
ISCA1 oder IBA57 hatte hingegen nur einen marginalen Effekt auf die Expression der 
jeweils anderen Proteine zur Folge, was möglicherweise an der im Vergleich zu ISCA2 
schwächeren Depletion liegt. 
Um unspezifische Effekte der RNAi-Technologie auszuschließen ist es üblich, in 
einem Teil der Zellen die Expression des zu depletierenden Proteins 
wiederherzustellen, was den Depletionsphänotyp vollständig komplementieren sollte. 
Zu diesem Zweck wurden die Zellen zusätzlich zur siRNA mit einem Plasmid 
transfiziert, welches für das zu depletierende Protein kodierte, dessen mRNA-Produkt 
jedoch aufgrund von eingefügten stillen Mutationen (sm) in der DNA-Sequenz von der 
siRNA nicht erkannt wurde. Im Falle von IBA57 war das Einfügen stiller Mutationen 
nicht erforderlich, da die eingesetzte siRNA außerhalb des kodierenden Bereichs an 
die Ziel-mRNA band. Zunächst musste mittels Immunodetektion überprüft werden, ob 
die drei Plasmidprodukte smISCA1, smISCA2 und cIBA57 in ausreichendem Maße 
exprimiert wurden. smISCA1 war wie erwartet ausschließlich in den Mitochondrien und 
in vergleichbaren Mengen wie in Kontrollzellen detektierbar (P1 Abb. 3A). Auch 
smISCA2 war vorrangig in den Mitochondrien lokalisiert, wobei ein Teil des Proteins im 
Cytosol verblieb (P1 Abb. 3B). Aufgrund des langsameren Laufverhaltens dieser 
Proteinfraktion während der Elektrophorese ist von einer unprozessierten 
Vorläuferform auszugehen (s. oben). Auch cIBA57 wurde ausschließlich in 
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Mitochondrien exprimiert, lag hier allerdings in deutlich größeren Mengen als 
endogenes IBA57 vor (P1 Abb. 3C).  
Song und Kollegen hatten von einer cytosolischen Variante von ISCA1 und dessen 
Beteiligung an der Reifung cytosolischer/nukleärer Fe/S-Proteine berichtet (Song et al., 
2009). Möglicherweise wird diese Variante in den Zellen in so geringen Mengen 
exprimiert, dass sie mit unseren Untersuchungsmethoden nicht nachzuweisen war. Um 
die Option eines cytosolischen ISCA1 dennoch untersuchen zu können, generierten wir 
ein Plasmid, das für eine Proteinvariante mit fehlender mitochondrialer 
Lokalisationssequenz kodiert (smISCA1∆MLS) und das folglich nur im Cytosol 
exprimiert sein sollte. Da ISCA1 und ISCA2 eine hohe Homologie aufweisen, war es 
denkbar, dass auch ISCA2 eine physiologisch aktive cytosolische Variante besitzt. Mit 
Hilfe von smISCA2∆MLS sollte in den folgenden Analysen auch diese Option 
berücksichtigt werden. Unerwarteterweise waren die Translationsprodukte weder von 
smISCA1∆MLS noch von smISCA2∆MLS im Cytosol detektierbar (P1 Abb. 3A+B), 
obgleich die entsprechenden mRNA-Produkte nachweisbar waren (P1 Abb. S1A+B). 
Erst die Hemmung der Proteindegradation durch Zugabe des Proteasom-Inhibitors 
MG132 führte zu einer Konzentrations-abhängigen Akkumulation der entsprechenden 
Proteine (P1 Abb. 3D). Diese Beobachtung ließ auf einen umgehenden proteasomalen 
Abbau beider Proteine im Cytosol schließen und war ein erster Hinweis darauf, dass 
eine physiologische Rolle dieser ISC-Faktoren im Cytosol unwahrscheinlich ist. 
Nachdem die effiziente siRNA-vermittelte Depletion von ISCA1, ISCA2 und IBA57 
überprüft wurde, sollten im Folgenden die physiologischen und funktionellen 
Auswirkungen dieser Defizienzen analysiert werden. Einen ersten Hinweis auf einen 
gestörten Zellmetabolismus lieferte der Vergleich der Farbe des Zellmediums der 
Kontrollzellen und der ISCA1-, ISCA2- oder IBA57-depletierten Zellen. Der 
Farbumschlag ins Gelbe zeigte eine Ansäuerung des Mediums an und war analog zur 
Depletionseffizienz bei den ISCA2-depletierten Zellen am stärksten ausgeprägt (P1 
Abb. 4A). Ähnlich wie nach IND1-Depletion könnte die Azidifizierung auch im 
vorliegenden Fall durch eine erhöhte Lactatkonzentration im Kulturmedium infolge 
vermehrter anaerober Glycolyse begründet sein (Sheftel et al., 2009). Die Ansäuerung 
des Mediums ging einher mit schwerwiegenden morphologischen Veränderungen der 
Zellen. Vor allem ISCA1- und ISCA2-depletierte Zellen ließen im Lichtmikroskop große, 
vakuoläre Strukturen erkennen, die den Zellen ein schwammartiges Erscheinungsbild 
verliehen (P1 Abb. 4B). Eine genauere Untersuchung dieser Strukturen mittels 
Elektronenmikroskopie machte ihren Ursprung sichtbar: Trotz der enormen Größe und 
optischen Leere ließen sie sich durch die vorhandene Doppelmembran und Reste von 
Cristae eindeutig als Mitochondrien identifizieren (P1 Abb. 4C). Solche dramatischen 
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morphologischen Veränderungen sind typisch für Mitochondrien, in denen die 
Atmungskette beeinträchtigt ist. Der Verlust der Cristae wurde etwa in einigen anderen 
Fällen von mitochondrialen DNA-Mutationen beschrieben (Gdynia et al., 2010; Nass, 
1984). Darüber hinaus führt die Depletion zumindest einiger Komponenten der ISC-
Assemblierungsmaschinerie, wie etwa im Fall von NFS1 und IND1, zu strukturell 
veränderten Mitochondrien (Biederbick et al., 2006; Sheftel et al., 2009). 
Studien in S. cerevisiae, E. coli und T. brucei hatten die Beteiligung der A-Typ ISC-
Proteine und IBA57 an der Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine ergeben (Long 
et al., 2011; Mühlenhoff et al., 2011; Tan et al., 2009). Um die Möglichkeit der 
Konservierung dieser Funktion im Menschen zu überprüfen, wurde die Funktionalität 
der ISC-Assemblierungsmaschinerie nach ISCA1-, ISCA2- oder IBA57-Depletion 
zunächst anhand Immunodetektion verschiedener mitochondrialer Fe/S-Proteine 
bewertet (P1 Abb. 5A). Der Atmungskettenkomplex I enthält in fünf seiner 
Untereinheiten insgesamt acht Fe/S-Cluster, wobei sechs vom [4Fe-4S]-Typ sind 
(Hirst, 2013). Die von uns getesteten Untereinheiten koordinieren zwar keinen Fe/S-
Cluster, sind jedoch im peripheren Arm von Komplex I lokalisiert, dessen Bildung u.a. 
von der Reifung der Fe/S-haltigen Untereinheiten abhängt (Sheftel et al., 2009). Alle 
getesteten Untereinheiten dieses Komplexes waren in ISCA- und IBA57-defizienten 
Zellen stark verringert. Durch den Einsatz der entsprechenden 
Komplementierungskonstrukte erreichte die Expression von Komplex I sowie alle im 
Folgenden untersuchten Proteinlevel bzw. Enzymaktivitäten ganz oder zumindest 
teilsweise das Niveau von Kontrollzellen (CTL), was auf die Spezifität der 
Depletionsansätze schließen ließ. Auch Komplex II (auch Succinatdehydrogenase 
(SDH) genannt), welcher drei Fe/S-Cluster ([2Fe-2S], [3Fe-4S] und [4Fe-4S]; (Sun et 
al., 2005)) besitzt, sowie die mitochondriale Aconitase (mitoAco) wiesen jeweils eine 
deutliche Depletion auf. Die Beeinträchtigung aller drei getesteten [4Fe-4S]-Proteine 
wurde unterstrichen durch eine entsprechend verringerte Enzymaktivität (P1 Abb. 
5B+C). Das [4Fe-4S]-Protein LIAS generiert im Menschen den Lipoat-Kofaktor für vier 
Zielproteine: die Pyruvat-Dehydrogenase (PDH), die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase 
(αKGDH), die verzweigtkettige α-Ketosäure-Dehydrogenase, sowie das H-Protein des 
Glycinabbausystems (Mayr et al., 2011). Der Lipoat-Kofaktor der E2-Untereinheiten der 
PDH und αKGDH ließ sich nach ISCA1-, ISCA2- und IBA57-Depletion nicht mehr 
nachweisen, was auf eine eingeschränkte Funktionsweise der LIAS schließen ließ (P1 
Abb. 5A). Interessanterweise war die [2Fe-2S]-Rieske-Untereinheit von Komplex III 
ebenfalls leicht depletiert, was möglicherweise auf den Zerfall des 
Atmungskettensuperkomplexes aufgrund der Beeinträchtigungen von Komplex I und II 
zurückzuführen ist (Dudkina et al., 2005; Schägger and Pfeiffer, 2000). Gegen einen 
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generellen Fe/S-Defekt in ISCA- und IBA57-depletierten Zellen spricht jedenfalls, dass 
die Ferrochelatase, welche den letzten Schritt der Hämbiosynthese katalysiert und 
einen [2Fe-2S]-Cluster trägt, in Proteinmenge und Aktivität unbeeinträchtigt blieb (P1 
Abb. 5A+D). Komplex IV (auch Cytochrom-c-Oxidase, COX) ist kein Fe/S-Protein, 
besitzt jedoch zwei Häm a-Kofaktoren. Erstaunlicherweise waren sowohl der 
Proteinspiegel als auch die Katalyseaktivität von COX nach ISCA1-, ISCA2- und 
IBA57-Depletion stark verringert (P1 Abb. 5A+B). Dieser Effekt war zuvor bereits in 
Hefe beobachtet worden (Mühlenhoff et al., 2011). Die Beeinträchtigung von COX war 
nicht auf eine verminderte Bereitstellung der Häm-Kofaktoren zurückzuführen, da 
sowohl die Ferrochelatase als auch die Menge an zellulärem Häm nach ISCA- und 
IBA57-Depletion unverändert waren (P1 Abb. 5E). Dem COX-Defekt in ISCA- oder 
IBA57-defizienten HeLa- oder Hefe-Zellen scheint daher eine bisher unbekannte 
Ursache zugrunde zu liegen (s. Abschnitt 3). 
Song und Kollegen hatten die Existenz einer cytosolischen Variante von ISCA1 und 
dessen Interaktion mit dem CIA-Faktor IOP1 postuliert (Song et al., 2009). Des 
Weiteren sprachen ihre Daten für eine direkte Rolle des cytosolischen ISCA1 für die 
Maturierung der cytosolischen Aconitase (cytoAco). Wir hatten eine cytosolische 
Lokalisierung weder von ISCA1, noch seiner funktionellen Partner ISCA2 und IBA57 
nachweisen können (s. oben). Um den Einfluss der drei ISC-Faktoren auf die 
cytosolische Fe/S-Biogenese dennoch bewerten zu können, untersuchten wir 
entsprechend depletierte HeLa-Zellen hinsichtlich des Effekts auf die Maturierung 
cytosolischer Fe/S-Proteine. Die Stabilität der beiden cytosolischen [4Fe-4S]-Proteine 
Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPYD) und Glutamin-Phosphoribosylpyrophosphat-
Amidotransferase (GPAT) hängt zwingend von der Inserierung des Fe/S-Kofaktors ab 
(Martelli et al., 2007; Schnackerz et al., 2004; Zhou et al., 1992). Durch eine 
Verringerung der Proteinlevel lässt sich dadurch direkt auf eine beeinträchtigte Fe/S-
Proteinbiogenese schließen. Die Depletion weder von ISCA1, noch von ISCA2 oder 
IBA57 hatte einen Einfluss auf die Proteinspiegel von DPYD und GPAT (P1 Abb. 6A). 
Gleichermaßen blieb die Expression von IRP1 unverändert. Allerdings war die 
katalytische Aktivität dieses Proteins, das bei Bindung eines Fe/S-Clusters als cytoAco 
agiert, in ISCA1- und ISCA2-depletierten Zellen beeinträchtigt (P1 Abb. 5B). Während 
die mitochondrialen smISCA-Proteine zur vollständigen Komplementierung der 
cytoAco-Aktivität führten, hatte die Expression der cytosolischen ISCA-Varianten 
(∆MLS) hingegen keinen nennenswerten Einfluss auf diese Enzymaktivität. Diese 
Beobachtung deutete darauf hin, dass weder ISCA1 noch ISCA2 eine physiologische 
Rolle im Cytosol ausüben. 
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Der Verlust des Fe/S-Kofaktors bewirkt eine Konformationsänderung innerhalb der 
cytoAco, was die erhöhte Affinität des Apo-Proteins, nun IRP1 genannt, zu IREs 
bestimmter mRNAs bedingt (Volz, 2008). Analog zum Verlust der cytoAco-
Enzymaktivität stieg die IRE-Bindeaktivität von IRP1 nach ISCA1- und ISCA2-
Depletion stark an (P1 Abb. 6B). Dies hatte wiederum direkten Einfluss auf die 
Expression bestimmter an der Erhaltung der zellulären Eisenhomöostase beteiligter 
Proteine, da deren mRNAs entsprechende IREs aufweisen. So besitzt etwa die mRNA 
des Transferrin-Rezeptors (TfR) mehrere IREs im 3‘ untranslatierten Bereich, was die 
höhere Stabilität der mRNA nach IRP-Bindung bedingt. Hingegen führt die Bindung 
von IRPs an IREs im 5‘ untranslatierten Bereich, wie im Falle der für Ferritin (Ft) 
kodierenden mRNA, zu einer Behinderung der Translation. Wie im Hinblick auf die 
erhöhte IRP1-Bindeaktivität zu erwarten, wiesen ISCA1- und ISCA2-depletierte Zellen 
eine verstärkte Expression von TfR und einen verringerten Ft-Proteinspiegel auf (P1 
Abb. 6A). Im Menschen gibt es ein zweites Eisenregulationsprotein, IRP2, welches 
keinen Fe/S-Cluster trägt. Bei ausreichender Verfügbarkeit von Eisen wird IRP2 unter 
Beteiligung der Eisen-abhängigen E3-Ubiquitinligase FBXL5 proteasomal abgebaut 
(Salahudeen et al., 2009; Vashisht et al., 2009). In ISCA- und IBA57-depletierten 
Zellen blieb die Expression von IRP2 weitestgehend stabil (P1 Abb. 6A). Generell hatte 
die Depletion von IBA57 keinen nennenswerten Effekt auf die zelluläre 
Eisenhomöostase, was möglicherweise an der im Vergleich zu ISCA1 und ISCA2 
niedrigeren Depletionseffizienz von IBA57 liegt (s. oben). 
Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass die Funktion der A-Typ ISC-Proteine 
und von IBA57 von Bakterien über die Hefe bis hin zum Menschen in ihren 
Grundzügen konserviert ist: all diese Proteine sind essenziell für die Reifung 
mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine. Entgegen der bisherigen Annahme werden ISCA1 
und ISCA2 physiologisch nicht im Cytosol exprimiert und besitzen damit auch keine 
direkte Rolle bei der Reifung cytosolischer/nukleärer Fe/S-Proteine. 
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2.2 Eine Punktmutation im IBA57-Gen verursacht schwere 
Myopathie und Enzephalopathie im Menschen 
 
Mutation of the iron-sulfur cluster assembly gene IBA57 causes severe myopathy and 
encephalopathy. 
Ajit Bolar, Vanlander und Wilbrecht et al., Human Molecular Genetics, 2013 
 
Die zwei Geschwister, die in dieser Studie vorgestellt werden, entstammten 
blutsverwandten Eltern marokkanischen Ursprungs und wiesen bereits im Mutterleib 
eine Wachstumsverzögerung sowie eine Microzephalie mit vergrößertem zerebellaren 
Ventrikelsystem auf. Direkt nach der Geburt litt das erste Kind (Patient 1) an schwerer 
Hypotonie, genereller Muskelschwäche und fehlender frühkindlicher Reflexe. 
Außerdem zeigte es Anzeichen einer Enzephalopathie (Publikation 2 Tabelle 1 und 
Abb. 1). Da die neonatale Intensivbehandlung keine Besserung des Zustands brachte, 
wurde die Therapie am sechsten Tag nach Geburt eingestellt. Das zweite Kind (Patient 
2) war nach der Geburt stark hypotonisch. Auf Wunsch der Eltern wurde keine 
intensivmedizinische Behandlung eingeleitet und das Kind verstarb innerhalb von 15 
Minuten nach der Geburt.  
Untersuchungen der Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) und des Blutes von Patient 1 
ergaben eine Lactatazidose, welche einen Atmungskettendefekt nahelegte, sowie eine 
Hyperglycinämie, die auf eine beeinträchtigte Funktion der LIAS schließen ließ (P2 
Tabelle 1). Die Bestimmungen des Hämatokrit, des Hämoglobins und der 
Erythrozytenzahl von Patient 1 ergaben hingegen keine Auffälligkeiten (P2 Tabelle S1). 
Zur detaillierteren Charakterisierung des Phänotyps wurden Skelettmuskel und 
kultivierte Hautfibroblasten beider Patienten hinsichtlich der Atmungskettenaktivität 
analysiert. Spektrophotometrische Untersuchungen beider Zelltypen ergaben eine 
verringerte Aktivität der Komplexe I und II, wohingegen Komplex III in beiden Patienten 
eine normale Aktivität aufwies (P2 Tabelle 2). Die Aktivität von Komplex IV war in 
Patient 1 leicht verringert. Durch weitere biochemische Messmethoden konnte dieses 
Ergebnis verifiziert werden: So zeigten auch in-gel Aktivitätsmessungen von 
Mitochondrien aus Skelettmuskel eine verringerte Aktivität von Komplex I und II, und im 
Falle von Patient 2 auch von Komplex IV (P2 Abb. 2A). Der gemessene 
Aktivitätsverlust ging einher mit stark reduzierten Proteinspiegeln der Komplexe I, II 
und IV in beiden Patienten (P2 Abb. 2B). Die Reduktion von Komplex II ließ sich ferner 
durch eine Immunfluoreszenzfärbung mit anschließender Mikroskopie nachweisen: 
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Hierbei war das Signal für SDH (Komplex II) in den Mitochondrien beider Patienten im 
Vergleich zur Kontrolle stark vermindert (P2 Abb. 5J-R). 
Aufgrund des ermittelten Atmungskettendefekts in Kombination mit den erhöhten 
Glycinwerten in Liquor und Serum wurde zunächst eine nichtketotische 
Hyperglycinämie vermutet. Diese Erkrankung führt aufgrund des hohen Glycinspiegels 
in Blut und Liquor, wo Glycin als hemmender Neurotransmitter wirkt, zu 
Muskelschwäche und Entwicklungsstörungen des Gehirns (Kikuchi et al., 2008). Die 
Molekularanalyse zweier bekanntermaßen mit der Krankheit in Verbindung stehender 
Gene (kodierend für die Glycin-Decarboxylase und die Aminomethyltransferase) ergab 
jedoch keine Mutationen in diesen Genen, woraufhin ein angeborener Defekt in der 
Fe/S-Biogenese vermutet wurde. Durch Homozygotie-Kartierung wurde schließlich die 
Punktmutation c.941A>C im IBA57-Gen identifiziert, welche zum Austausch eines 
Glutamins durch Prolin (p.Gln314Pro) führt. Beide Patienten waren homozygot für 
diese Mutation, und beide Elternteile sind heterozygote Träger (P2 Abb. 3). 
Interessanterweise liegt diese Mutation in einem nicht-konservierten Bereich von 
IBA57, sodass sich die Frage stellte, inwieweit die Mutation die Expression bzw. 
Funktionalität dieses ISC-Faktors beeinflusste. Durch Einsatz des IBA57-spezifischen 
Antikörpers stellten wir mittels Immunodetektion eine stark verringerte Expression von 
IBA57 sowohl in Hautfibroblasten als auch im Skelettmuskel beider Patienten fest (P2 
Abb. 4A). Die Immunfluoreszenzmikroskopie bestätigte dieses Bild: Das 
Fluoreszenzsignal für IBA57 in den Mitochondrien war für beide Patienten im Vergleich 
zu Kontrollzellen stark vermindert (P2 Abb. 5A-I). Diese Beobachtung deutet darauf 
hin, dass die detektierte Punktmutation in IBA57 zu einer direkten Minderung der 
Expression dieses ISC-Faktors führt. Damit ist es durchaus denkbar, dass ein 
mutiertes IBA57 ursächlich für das biochemisch-klinische Erscheinungsbild beider 
Patienten war. 
Die Beeinträchtigung der [4Fe-4S]-Cluster-tragenden Atmungskettenkomplexe I und 
II hatte bereits auf einen Fe/S-Defekt hingewiesen (s. oben). Nach Identifizierung der 
Mutation in IBA57 sollte nun die Reifung eines weiteren [4Fe-4S]-Proteins bewertet 
werden. Das [4Fe-4S]-Protein LIAS liefert den Lipoat-Kofaktor u.a. an PDH und 
αKGDH (s. Abschnitt 2.1). In beiden IBA57-defizienten Patienten waren die Lipoat-
haltigen E2-Untereinheiten sowohl von PDH als auch von αKGDH stark vermindert, 
was auf eine beeinträchtigte Funktion der LIAS schließen ließ (P2 Abb. 4B). Damit ist 
es sehr wahrscheinlich, dass die normale Funktionsweise der ISC-
Assemblierungsmaschinierie aufgrund der verringerten Proteinmenge des mutierten 
IBA57 beeinträchtigt ist. 
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Diese Schlussfolgerung sollte unabhängig in einem RNAi-vermittelten 
Depletionsansatz in humaner Zellkultur überprüft werden. Hierfür depletierte ich IBA57 
in HeLa-Zellen durch den Einsatz der entsprechenden siRNA (Sheftel et al., 2012), und 
verglich anschließend Wildtyp-IBA57 und mutiertes IBA57 (IBA57_Q314P) im Hinblick 
auf ihre jeweilige Funktionalität in einem Komplementierungsexperiment. Der Einsatz 
von siIBA57 bewirkte eine starke Depletion des Proteins (P2 Abb. 6A). Im 
Komplementationsansatz führte die Expression des Wildtyp-IBA57-kodierenden 
Plasmids zu Proteinmengen, die die des endogenen Proteins in Kontrollzellen weit 
überstieg, wohingegen die Transfektion mit vergleichbaren DNA-Mengen des 
IBA57_Q314P-kodierenden Plasmids nur eine zu Kontrollzellen vergleichbare IBA57-
Expression zur Folge hatte. Die Depletion von IBA57 führte zu einer deutlichen 
Verminderung der Enzymaktivitäten der mitoAco, des Komplexes II (CII) und 
Komplexes IV (CIV) der Atmungskette (P2 Abb. 6B und (Sheftel et al., 2012)). Durch 
Expression von Wildtyp-IBA57 wurden die Enzymaktivitäten vollständig oder zumindest 
teilweise wiederhergestellt (P2 Abb. 6B). Die Expression von IBA57_Q314P hatte 
hingegen keinen nennenswerten Einfluss auf die drei untersuchten Enzyme. Die 
cytoAco wies nur eine geringfügige Einschränkung ihrer Aktivität nach IBA57-Depletion 
auf, welche weder durch Wildtyp- noch durch mutiertes IBA57 komplementiert werden 
konnte. Zusammenfassend zeigte sich, dass durch die Punktmutation in IBA57 keine 
normale Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine erfolgen konnte. 
Eine reduzierte Enzymaktivität aufgrund eines fehlenden Fe/S-Kofaktors geht oft mit 
einem entsprechend verringerten Proteinspiegel einher, da die Apo-Proteine aufgrund 
ihrer verringerten Stabilität schneller abgebaut werden. So zeigten die Komplexe II und 
IV eine Verringerung ihrer Proteinmenge (P2 Abb. 6C). Auch führte die IBA57-
Depletion zu einer Verringerung des Lipoatgehalts der E2-Untereinheiten der PDH und 
der αKGDH. Die Auswirkung der IBA57-Depletion auf die genannten Proteine war 
sowohl durch Wildtyp-IBA57 als auch IBA57_Q314P komplementierbar, was für eine 
gewisse Restaktivität des mutierten Proteins spricht. Die Proteinlevel von Komplex I 
und der mitoAco zeigten hingegen keine Beeinträchtigung nach IBA57-Depletion, was 
evtl. auf die vergleichsweise schwache Depletionseffizienz nach RNAi-Behandlung 
zurückzuführen ist (s. Abschnitt 2.1 und (Sheftel et al., 2012)). Wie aus den 
Patientendaten erwartet, reiften die mitochondrialen [2Fe-2S]-Proteine Komplex III und 
Ferrochelatase unabhängig von IBA57. Auch die cytosolischen Fe/S-Proteine GPAT 
und IRP1 sowie IRP2 zeigten keine Expressionsdefizienz nach IBA57-Depletion. Die 
Ergebnisse legen nahe, dass IBA57 keinen Einfluss sowohl auf die Reifung 
mitochondrialer [2Fe-2S]-Proteine, als auch auf die cytosolische Fe/S-
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Proteinbiogenese hat. Diese Schlussfolgerung wird gestützt durch die normale Reifung 
mitochondrialer [2Fe-2S]-Proteine in den Patienten. 
Unsere Daten wiesen auf eine geringe Funktionalität des mutierten IBA57 hin, was 
die Frage aufwarf, worin die schweren Defekte in den IBA57-defizienten Patienten 
begründet lagen. Einen Hinweis lieferte uns die Tatsache, dass in den Patienten IBA57 
nahezu nicht zu detektieren war (P2 Abb. 4A). Zum anderen hatten wir festgestellt, 
dass trotz des Einsatzes gleicher Mengen an Plasmid die Expression von Wildtyp-
IBA57 wesentlich effizienter erfolgte als die des mutierten IBA57 (P2 Abb. 6A). Wir 
vermuteten daher einen Einfluss der Mutation auf die Stabilität des Proteins. Um 
diesen Sachverhalt zu prüfen, verwendete ich eine myc-getaggte Variante des 
mutierten IBA57 (IBA57_Q314P-myc) für die Transfektion in HeLa-Zellen. Durch die 
Behandlung der Zellen mit den Protease-Inhibitoren Pefabloc und MG132 akkumulierte 
IBA57_Q314P-myc sowohl konzentrations- als auch zeitabhängig, während die Menge 
des endogenen IBA57 unbeeinflusst blieb (P2 Abb. 7A). Diese Beobachtung deutete 
darauf hin, dass die Punktmutation in IBA57 tatsächlich eine verringerte Stabilität und 
die proteasomale Degradation des Proteins begünstigt. Um nun zu überprüfen, ob eine 
Hemmung des proteasomalen Abbausystems zu einer erhöhten Expression von 
IBA57_Q314P und damit zu einer verbesserten Fe/S-Proteinreifung führt, wurden 
Depletions- und Komplementierungsexperimente unter Verwendung des Protease-
Inhibitors Pefabloc vorgenommen. Dabei zeigte sich, dass zumindest der 
Depletionseffekt auf Komplex II durch mutiertes IBA57 nach Behandlung mit Pefabloc 
vollständig komplementiert werden konnte. Auch mitoAco sowie Komplex IV zeigten 
eine geringfügige, jedoch statistisch nicht signifikante Verbesserung ihrer 
Enzymaktivität (P2 Abb. 7B). Damit kann dem mutierten IBA57_Q314P eine gewisse 
Restfunktion zugesprochen werden. 
In der vorliegenden Studie stellten wir zwei Patienten mit schwerer 
Enzephalomyopathie und perinataler Letalität vor. Das Krankheitsbild beruht auf einer 
Punktmutation im für IBA57 kodierenden Gen. Diese Mutation führte zu einem 
erhöhten proteasomalen Abbau des Proteins und beeinträchtigte dadurch die 
Funktionalität von IBA57 in der Fe/S-Proteinbiogenese. Dies betraf ausschließlich die 
Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine. Hingegen waren die extramitochondriale 
Fe/S-Biogenese sowie die zelluläre Eisenhomöostase nicht beeinflusst. Durch die 
entsprechenden biochemischen Analysen der zwei Patienten war es uns möglich, die 
zuvor durch in vitro Studien in Hefe und humaner Zellkultur postulierte Rolle von IBA57 
in der Biosynthese mitochondrialer [4Fe-4S]-Cluster zu bestätigen. 
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2.3 Eine Spleißmutation im IBA57-Gen verursacht eine 
besondere Form der erblichen spastischen Paraplegie 
 
Fe/S Protein Assembly Gene IBA57 Mutation Causes Hereditary Spastic Paraplegia. 
Lossos, Stümpfig und Stevanin et al., wird veröffentlicht in Neurology 
 
Diese Studie präsentiert eine blutsverwandte, fünf Generationen umspannende 
Familie palästinensisch-arabischen Ursprungs. Elf der lebenden betroffenen Mitglieder 
standen für die klinischen Untersuchungen zur Verfügung (Publikation 3 Abb. 1). Alle 
Patienten leiden an einer autosomal rezessiven Form der hereditären spastischen 
Paraplegie (HSP), wobei das Einsetzen sowie die Ausprägung der einzelnen 
Beschwerden zwischen den Familienmitgliedern variieren. Die wesentlichen klinischen 
Befunde sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Bereits in der Kindheit wiesen die 
Patienten eine leichte bis mittlere spastische Paraparese auf, die u.a. mit einer distalen 
Muskelatrophie des Beines und einem Hohlfuß einherging (P3 Abb. S3). Die gestörte 
Oberflächensensibilität in diesen Bereichen ließ eine periphere Neuropathie vermuten, 
die durch unterschiedliche neurologische Untersuchungen bestätigt wurde (P3 Tabelle 
2). Im weiteren Verlauf der Kindheit manifestierte sich eine Atrophie des optischen 
Nervs, welche zu verringerter Sehschärfe und Gesichtsfeldausfällen führte (P3 Abb. 
S1+S2). In einigen Patienten entwickelte sich eine Atrophie bestimmter Gehirnareale 
wie des Kleinhirns, des Corpus Callosum und des Rückenmarks (P3 Abb. S4). 
Metabolische Werte wie der Aminosäuregehalt im Plasma, als auch die Glycin- und 
Lactatspiegel waren hingegen unauffällig. Die beschriebenen Symptome sind typisch 
für eine seltene Form der hereditären spastischen Paraplegie, welche charakterisiert ist 
durch die Kombination aus spastischer Paraplegie, optischer Atrophie und peripherer 
Neuropathie, und daher als SPOAN bezeichnet wird. 
Um die Ursache für dieses Krankheitsbild zu finden, wurde eine genomweite 
Assoziationsstudie durchgeführt. Hierbei wurden 24 aufeinanderfolgende 
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP von engl. single nucleotide polymorphism) 
innerhalb des Chromosoms 1 ermittelt, welche einen großen Bereich innerhalb dieses 
Chromosoms umfassen und daher die Sequenzierung des gesamten Exoms 
erforderlich machten. Letztlich wurde im IBA57-Gen die stille Mutation c.678A>G 
(p.Gln226Gln) identifiziert, welche das korrekte Spleißen der mRNA beeinträchtigt (P3 
Abb. 2 A+B). Alle Patienten sind homozygot für diese Mutation. 
Um die Folgen der gefundenen Mutation bewerten zu können, untersuchten wir 
mittels Gelelektrophorese die cDNA, die aus EBV-immortalisierten lymphoblastoiden 
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Zellen von Patient III-5 gewonnenen wurde. Der Vergleich mit Kontroll-cDNA ergab 
eine starke Bande mit einer Länge von 692 bp und eine schwächere Bande von 599 
bp, die dem kalkulierten normalen Spleißprodukt entspricht (P3 Abb. 2C). Die 
Sequenzierung des längeren PCR-Produkts offenbarte die Beibehaltung von Intron 2, 
was zu einer Leserasterverschiebung in Exon 3 und einem vorzeitigen Stop-Codon 
führt. Die Translation der anormalen mRNA sollte theoretisch ein verkürztes Protein 
von 280 Aminosäuren (das Wildtyp-IBA57 besitzt 356 Aminosäuren) ergeben (P3 Abb. 
2D). 
Das Ergebnis der cDNA-Untersuchung deutete auf eine verminderte IBA57-
Expression hin. Um diesen Verdacht zu prüfen, untersuchte ich Lymphoblastoidzellen 
von Patient III-5 und von vier Gesunden hinsichtlich der IBA57-Proteinmengen. Dabei 
zeigte sich, dass die Proteinmenge von IBA57 im Patienten nur bei etwa 10% der 
Menge von Gesunden lag (P3 Abb. 3A+B). Die stark verminderte Expression von 
IBA57 ließ eine eingeschränkte Fe/S-Proteinbiogenese vermuten. Tatsächlich zeigten 
die aus früheren Studien bereits bekannten [4Fe-4S]-Zielproteine von IBA57, die 
Atmungskettenkomplexe I und II, verringerte Proteinspiegel, die durch eine verminderte 
Enzymaktivität begleitet wurden (P3 Abb. 3A-D). Ebenso war der Lipoatgehalt der E2-
Untereinheiten von PDH und αKGDH im Patienten verringert, wohingegen die 
Proteinmenge der E2-PDH-Untereinheit selbst leicht erhöht war (P3 Abb. 3A+B). Diese 
Beobachtung deutet auf eine Beeinträchtigung des [4Fe-4S]-Proteins LIAS hin. Die 
Proteinmengen des [2Fe-2S]-Proteins Komplex III, des Häm-haltigen Komplexes IV 
und des [4Fe-4S]-Proteins mitoAco waren im Patienten hingegen normal. Die 
cytoAco/IRP1 wies eine leichte Erhöhung des Proteinspiegels und eine damit 
verbundene schwache Aktivitätssteigerung auf, was möglicherweise einen 
kompensatorischen Effekt aufgrund der eingeschränkten mitochondrialen Fe/S-
Biogenese darstellt. 
Obwohl eine entsprechende mRNA im Patienten nachweisbar war, hatte ich mittels 
Immunodetektion keinen Hinweis auf das verkürzte IBA57 Protein in Lymphoidzellen 
des Patienten III-5 erhalten. Wir vermuteten daher einen raschen Abbau des 
verkürzten IBA57 Translationsprodukts. Um diesen Verdacht zu überprüfen, versetzte 
ich die Lymphoidzellen des Patienten mit den Protease-Inhibitoren Pefabloc und 
MG132. Mit Hilfe dieses Ansatzes hatte ich bereits die verstärkte proteolytische 
Degradation von IBA57 nachgewiesen, welche durch die Punktmutation p.Gln314Pro 
in IBA57 verursacht wurde (s. Abschnitt 2.2 und (Ajit Bolar et al., 2013)). Zur 
Überprüfung der Methode führte ich dieses Experiment noch einmal erfolgreich in der 
vorliegenden Studie durch (P3 Abb. S5B). In den Lymphoidzellen des Patienten III-5, 
die mit den beiden Protease-Inhibitoren behandelt wurden, akkumulierte hingegen 
  Ergebnisse 
 
26
weder endogenes IBA57, noch trat eine Bande in Erscheinung, die dem verkürzten 
Protein entsprechen würde (P3 Abb. 5A). Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass die 
anormale mRNA gar nicht erst translatiert wird. Alternativ ist es denkbar, dass der 
eingesetzte polyklonale α-IBA57-Antikörper vor allem ein Epitop erkennt, welches im 
verkürzten IBA57 fehlt, was eine Detektion dieses Proteins unmöglich machen würde. 
Durch die Analyse einer Familie mit hohem Anteil an Mitgliedern mit erblicher 
spastischer Paraplegie war es uns möglich, eine weitere krankheitsrelevante Mutation 
im IBA57-Gen zu identifizieren. Diese Mutation beeinträchtigt den normalen 
Spleißprozess der IBA57-mRNA und hat dadurch eine stark verringerte Expression des 
Proteins zur Folge. Im Gegensatz zu der zuvor beschriebenen perinatal letalen 
Enzephalomyopathie (Ajit Bolar et al., 2013), welche auf einem nahezu vollständigen 
Verlust von IBA57 beruht, verbleibt in den betroffenen Mitgliedern der palästinensisch-
arabischen Familie jedoch eine signifikante Menge an funktionalem IBA57. Diese 
scheint die Biosynthese der mitochondrialen [4Fe-4S]-Proteine zu unterstützen, wenn 
auch die Effizienz im Vergleich zu Gesunden deutlich vermindert ist. Es ist daher sehr 
wahrscheinlich, dass dieser Expressionsunterschied der Grund für den vergleichsweise 
schwachen Fe/S-Proteindefekt und die dadurch bedingte leichtere Symptomatik der 
Patienten ist. 
 





Die Reifung zellulärer Fe/S-Proteine wird durch einen hochkomplexen und stark 
konservierten Biogenesemechanismus gewährleistet. Die zentrale ISC-
Assemblierungsmaschinerie vermittelt dabei die Bildung mitochondrialer [2Fe-2S]-
Proteine. Für die Reifung von mitochondrialen [4Fe-4S]-Proteinen sind darüber hinaus 
noch eine Reihe weiterer ISC-Proteine essentiell. Zu diesen spät-agierenden 
Reifefaktoren gehören u.a. die A-Typ ISC-Proteine Isa1 und Isa2 in S. cerevisiae. 
Mehrere Studien in verschiedenen Modellorganismen belegen, dass sie ausschließlich 
an der Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine beteiligt sind (Kaut et al., 2000; Long 
et al., 2011; Mühlenhoff et al., 2011; Pelzer et al., 2000; Tan et al., 2009). Das Folat-
bindende Protein Iba57 weist in der Hefe die gleiche Spezifität wie die Isa-Proteine auf 
und interagiert auch physisch mit ihnen (Gelling et al., 2008). Trotz der fundierten 
Datenlage konnte man sich der funktionellen Konservierung der drei ISC-Faktoren 
Isa1, Isa2 und Iba57 jedoch nicht sicher sein, da funktionelle Studien zu ihren 
humanen Homologen bisher rar waren. Daher war eines der Ziele meiner Doktorarbeit, 
die funktionelle Rolle der humanen Proteine ISCA1, ISCA2 und IBA57 zu ermitteln. 
Durch die Depletion von ISCA1, ISCA2 und IBA57 mittels RNAi-Technologie in 
HeLa-Zellen zeigten wir, dass diese Proteine für die Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-
Proteine benötigt werden. Dabei bewirkte die Depletion der untersuchten ISC-Faktoren 
eine Beeinträchtigung der Atmungskette und führte zu schweren morphologischen 
Veränderungen der Mitochondrien. Neben den Atmungskettenkomplexen I und II, die 
beide [4Fe-4S]-Cluster tragen, war auch der [2Fe-2S]-koordinierende Komplex III leicht 
betroffen. Möglicherweise ist dieser Effekt indirekt und dem starken 
Atmungskettendefekt sowie dem damit einhergehenden Zerfall der 
Atmungskettensuperkomplexe geschuldet (Dudkina et al., 2005; Schägger and Pfeiffer, 
2000). Gegen einen generellen [2Fe-2S]-Defekt unter ISCA- und IBA57-Depletion 
spricht hingegen die unveränderte Aktivität des [2Fe-2S]-Proteins Ferrochelatase. 
Darüber hinaus zeigten auch Patienten mit verringerter IBA57-Expression keine 
Beeinträchtigung des Komplexes III (Ajit Bolar et al., 2013; Lossos et al., im Druck).  
Durch ISCA- und IBA57-Depletion wurde weiterhin die Expression und Aktivität des 
Komplexes IV stark vermindert. Auch Patienten, in denen IBA57 praktisch nicht mehr 
nachzuweisen war, litten an einer verringerten Komplex IV-Aktivität (Ajit Bolar et al., 
2013). Die Beeinträchtigung dieses Häm a-bindenden Enzyms lässt sich nicht durch 
die Verminderung der Komplexe I und II erklären, da bspw. bei IND1-Depletion, welche 
eine isolierte Komplex I-Defizienz bedingt, COX unbeeinträchtigt blieb (Sheftel et al., 
2009). Wie bereits in Abschnitt 2.1 erwähnt, scheint die generelle Bereitstellung von 
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Häm in ISCA- und IBA57-depletierten Zellen nicht gestört zu sein. Auch eine 
beeinträchtigte Häm a-Synthese ist eher unwahrscheinlich, da hierfür das [2Fe-2S]-
Protein Ferredoxin 2 (FDX2) benötigt wird. In der Hefe führte die Isa- oder Iba57-
Depletion zu keiner Beeinträchtigung des Ferredoxins Yah1 und auch für das humane 
Homolog FDX2 ist dies nicht anzunehmen (Mühlenhoff et al., 2011; Sheftel et al., 
2010b). Möglicherweise ist der beobachtete Effekt auf COX eher indirekter Natur, 
jedoch fehlt bisher eine molekulare Erklärung dieses von Hefe bis Mensch 
konservierten Effektes. Eine geschädigte Atmungskette geht mit einer verstärkten 
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species; ROS) einher 
(Moghaddas et al., 2003; Pitkänen and Robinson, 1996; Senoo-Matsuda et al., 2001), 
was wiederum die Anhäufung von Mutationen in der mitochondrialen DNA (mtDNA) 
begünstigt (Lee and Wei, 2007). Hefezellen, in denen Isa1 oder Isa2 depletiert war, 
wiesen einen Verlust der mtDNA auf (Kaut et al., 2000; Pelzer et al., 2000). Da drei 
Untereinheiten der COX auf der mtDNA kodiert sind (Soto et al., 2012), ist es denkbar, 
dass die Depletion der humanen ISCA- und IBA57-Proteine über einen Anstieg 
zellulären ROS letztlich die Expression von COX beeinträchtigt. Ebenso ist es möglich, 
dass ein bisher unbekanntes [4Fe-4S]-Protein, dessen Reifung von ISCA1, ISCA2 und 
IBA57 abhängen würde, direkt an der Maturierung von COX beteiligt ist. Um den Effekt 
auf COX durch ISCA- und IBA57-Depletion zufriedenstellend klären zu können, sind 
weitere Untersuchungen an ISCA/IBA57-depletierten humanen Zellen notwendig. Zur 
Beantwortung dieser Frage könnten auch Zellen der IBA57-defizienten Patienten 
herangezogen werden.  
Die Depletion vor allem der ISCA-Proteine wies einen signifikanten Einfluss auf die 
zelluläre Eisenhomöostase auf, was mit einer verringerten Aktivität der cytoAco und 
entsprechend verstärkter IRP1-Bindeaktivität einherging. Dies wiederum hatte die 
Modulation der Expression eisenregulierender Proteine zur Folge. Da die cytoAco 
einen [4Fe-4S]-Cluster trägt, stellt sich die Frage, ob die ISCA-Proteine und IBA57 
nicht doch einen Einfluss auf die cytosolische Fe/S-Biogenese haben. Dagegen spricht 
allerdings die Beobachtung, dass andere cytosolische [4Fe-4S]-Proteine, wie DPYD 
und GPAT, unabhängig von den ISCA-Proteinen und IBA57 maturiert werden. 
Weiterhin finden sich in Patienten mit stark eingeschränkter IBA57-Expression keine 
Anzeichen einer gestörten Eisenhomöostase (Ajit Bolar et al., 2013). Was also könnte 
den schwachen Maturierungsdefekt der cytoAco erklären? Entgegen der gewöhnlichen 
Koordination von [4Fe-4S]-Clustern mittels vier Cysteinresten werden im Falle der 
cytoAco lediglich drei Eisenionen an Cysteinreste gebunden, wohingegen das vierte 
Eisenion an Citrat bindet und dadurch die Isomerisierung zum Isocitrat katalysiert 
(Volz, 2008). Die damit einhergehende labile Bindung des Fe/S-Clusters an das Enzym 
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macht ihn daher besonders anfällig für Stressfaktoren wie die Akkumulation reaktiver 
Sauerstoffspezies (Wallander et al., 2006), wie sie bei einer beeinträchtigten 
Atmungskette auftreten können. Der beobachtete Effekt auf die cytoAco scheint damit 
eher indirekt zu erfolgen, und widerspricht nicht dem Befund, dass die Reifung 
cytosolischer Fe/S-Proteine ohne die Beteiligung der ISCA-Proteine und IBA57 
stattfindet. 
Entgegen einer früheren Studie (Song et al., 2009) fanden wir keinerlei Hinweise auf 
physiologisch aktive Varianten der ISCA-Proteine im Cytosol. Zum einen waren die 
endogenen Proteine ausschließlich in den Mitochondrien lokalisiert. Zum anderen 
wurden die Translationsprodukte, denen die mitochondriale Lokalisationssequenz 
fehlte, im Cytosol nicht stabil exprimiert und akkumulierten erst nach Proteasom-
Inhibition. Von einer physiologischen Rolle dieser beiden Proteine in diesem 
Kompartiment ist daher nicht auszugehen. 
Unsere Untersuchungen ergaben, dass die humanen Proteine ISCA1, ISCA2 und 
IBA57 ausschließlich an der Maturierung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine beteiligt 
sind, wohingegen die Reifung sowohl mitochondrialer [2Fe-2S] Proteine als auch 
extramitochondrialer Fe/S-Proteine unabhängig von diesen ISC-Faktoren erfolgt. Durch 
unsere Studien war es möglich, die konservierte Funktion der ISCA-Proteine und 
IBA57 als spät-agierende ISC-Reifefaktoren zu belegen. Sehr wahrscheinlich ist diese 
Funktion von Bakterien bis hin zum Menschen konserviert (Gelling et al., 2008; Vinella 
et al., 2009). 
Eine bedeutsame Frage konnte bisher noch nicht zufriedenstellend beantwortet 
werden: Wie üben die ISCA-Proteine ihre Funktion auf molekularer Ebene aus? In 
beiden Proteinen wurden je drei Cysteinreste gefunden, die in allen Eukaryoten 
konserviert, und essenziell für die Funktionsweise der Hefeproteine Isa1 und Isa2 sind 
(Jensen and Culotta, 2000). Es wurde daraufhin vermutet, dass es sich bei diesen 
Cysteinresten um ein Eisen- oder Fe/S-Bindemotif handelt, das den Isa-Proteinen die 
Funktion eines Eisen- oder Fe/S-Lieferanten ermöglicht und ihre direkte Beteiligung an 
der Synthese des [4Fe-4S]-Clusters nahelegen würde. In mehreren unabhängigen in 
vitro Studien wurden A-Typ Proteine verschiedener Spezies in E. coli exprimiert, 
aufgereinigt, und hinsichtlich der Bindung eines metallischen Kofaktors untersucht. 
Tatsächlich konnte bei allen die Bindung von Eisen nachgewiesen werden (s. S. 9 
Übersichtsschema 2 rechts). Während Untersuchungen von E. coli und humanen A-
Typ Proteinen auf mono-nukleäres Eisen als Kofaktor hinwiesen (Lu et al., 2010; Lu et 
al., 2008; Yang et al., 2006), legte die Analyse von A-Typ Proteinen aus Azotobacter 
vinelandii und Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) die Bindung von [2Fe-2S]- 
bzw. [4Fe-4S]-Cluster nahe (Krebs et al., 2001; Wu et al., 2002). Die bisher einzige 
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vorliegende in vivo Studie zur Eisenbindung der Isa-Proteine wurde in S. cerevisiae 
durchgeführt und zeigte wiederum die Bindung von mono-nukleärem Eisen an 
(Mühlenhoff et al., 2011). Neuere Untersuchungen liefern Hinweise auf die Frage, wie 
der Eisenkofaktor auf die A-Typ Proteine gelangen könnte. So belegten genetische 
Interaktionsstudien und bimolekulare in vivo Fluoreszenzkomplementation in S. pombe 
die Interaktion zwischen den Isa-Proteinen mit Grx5 (Kim et al., 2010). Weitere in vitro 
Studien zeigten dabei den gerichteten Transfer eines [2Fe-2S]-Clusters von Grx5 zu 
den A-Typ Proteinen (Banci et al., 2014; Mapolelo et al., 2013). Demnach binden die 
A-Typ Proteine einen [2Fe-2S]-Cluster und dienen als Plattform für die Generierung 
eines [4Fe-4S]-Clusters. Zum jetzigen Zeitpunkt bleibt allerdings die Frage nach dem 
formalen Mechanismus ungeklärt. So könnten die A-Typ Proteine molekulares Eisen 
liefern, das an den von ISCU2 transferierten [2Fe-2S]-Cluster geknüpft wird. Dies 
eröffnet die Frage nach der notwendigen zusätzlichen Sulfidquelle. Alternativ könnten 
die A-Typ Proteine genutzt werden, um direkt zwei [2Fe-2S]-Cluster zu einem [4Fe-
4S]-Cluster zusammenzufügen. Hierzu würde sehr wahrscheinlich eine Reduktion 
notwendig sein. Für die endgültige Klärung dieser Fragestellung sind zukünftig weitere 
Untersuchungen notwendig. Diese Untersuchungen sollten in Abwesenheit von 
Dithiothreitol (DTT), einem artifiziellen Reduktionsmittel, erfolgen. Das Reagenz wurde 
bisher für in vitro Untersuchungen an A-Typ ISC-Proteinen verwendet. Neuere 
Untersuchungen zeigten jedoch, dass DTT den Reaktionsmechanismus verändern und 
artifiziell zur Bildung eines Fe/S-Clusters führen kann (Webert et al., 2014). Die 
physiologische Synthesereaktion wird wohl durch Zugabe von DTT umgangen. 
 Modellorganismen wie E. coli und S. cerevisiae oder auch die humane Zellkultur 
sind nützliche Systeme, um die Funktionen vieler humaner Proteine eingehend zu 
untersuchen. Dennoch handelt es sich bei diesen Modellen, wie der Name schon 
erkennen lässt, um artifizielle Systeme. Die mit ihrer Hilfe gewonnenen Erkenntnisse 
sollten somit nur mit der entsprechenden Vorsicht auf den Menschen übertragen 
werden. Für die Grundlagenforschung ist es daher von großem Nutzen, wenn 
Individuen ausfindig gemacht werden, bei welchen das Protein von Interesse durch 
einen genetischen Defekt funktionell beeinträchtigt ist und dadurch zu einem klinischen 
Krankheitsbild führt. Durch die klinische, klinisch-chemische und biochemische Analyse 
dieser Patienten ist es möglich, die im Modellsystem charakterisierte Funktion eines 
Proteins zu überprüfen und in Einklang mit dem vorhandenen Gendefekt zu bringen. 
Die Identifizierung von zwei verschiedenen pathologischen Mutationen in IBA57 
eröffnete uns die Möglichkeit, die anhand von Untersuchungen an humanen 
Zellkulturen postulierte Rolle von IBA57 für die Fe/S-Proteinbiogenese zu verifizieren. 
Interessanterweise führten die beiden IBA57 Mutationen zu gänzlich verschiedenen 
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Krankheitsbildern. Die zwei in Belgien betreuten Kinder litten an schwerer 
Enzephalomyopathie, die nach der Geburt zum baldigen Tode führte. Hingegen 
verursacht die Mutation, die homozygot in mehreren Mitgliedern einer palästinensisch-
arabischen Familie auftritt, eine besondere Form des SPOAN-Syndroms, welches 
durch neurologische Symptome wie spastischer Paraparese und optischer Atrophie 
gekennzeichnet ist, und den Betroffenen ein relativ normales Leben gewährt. Trotz der 
makroskopischen Unterschiede ähneln sich beide Erkrankungen auf biochemischer 
Ebene: In beiden Fällen war die Atmungskette durch Depletion der Komplexe I und II 
beeinträchtigt. Die in Belgien behandelten Patienten litten zudem an einem Komplex 
IV-Defekt. Darüber hinaus war in beiden Fällen die Funktion der LIAS vermindert, was 
sich zumindest bei den in Belgien betreuten Kindern in Form einer Hyperglycinämie 
bemerkbar machte. Auffällig war der generell höhere Schweregrad im biochemischen 
Phänotyp der in Belgien behandelten Patienten. Um diesen Sachverhalt zu verstehen, 
ist es erforderlich, einen genaueren Blick auf die Art der Mutationen in IBA57 zu 
werfen. So bewirkt im Falle der palästinensisch-arabischen Familie die stille Mutation 
c.678A>G (p.Gln226Gln) die Bildung eines anormalen Spleißprodukts, welches 
wahrscheinlich nicht translatiert wird. Zusätzlich zu dieser Spleißvariante ist jedoch 
auch eine kleinere Menge an normal prozessierter mRNA in den Patienten vorhanden, 
was eine geringfügige Expression von IBA57 ermöglicht. Im belgischen Fall hingegen 
führt die Punktmutation c.941A>C (p.Gln314Pro) zu einem annähernden Verlust des 
IBA57-Proteins, was durch verstärkten proteasomalen Abbau begründet ist. Somit ist 
es möglich, dass die durch die jeweiligen Mutationen verschiedenen zellulären IBA57-
Proteinmengen ausschlaggebend für die graduellen Unterschiede im biochemischen 
Phänotyp beider Krankheitsbilder sind. 
Leider steht zum jetzigen Zeitpunkt keine Kristallstruktur des humanen IBA57 zur 
Verfügung, welche zur genaueren Bewertung der im belgischen Fall aufgetretenen 
Punktmutation herangezogen werden könnte. Da die Mutation nicht im konservierten 
Bereich liegt, wäre es interessant zu erfahren, ob und inwiefern ein 
Aminosäureaustausch an dieser Stelle die Proteinstruktur von IBA57 ändern könnte. 
Das E. coli Homolog von IBA57, YgfZ, wurde vor einiger Zeit erfolgreich kristallisiert 
(Teplyakov et al., 2004). Für eine Strukturmodellierung von IBA57 nutzten wir daher 
YgfZ und verwandte Strukturen als Vorlage. YgfZ ist in einem Bereich von 43 
Aminosäuren zu 42% identisch mit IBA57; da beide Proteine jedoch ansonsten und 
gerade im Bereich der Mutation keine Konservierung aufweisen, sind Voraussagen 
bzgl. der Struktur von IBA57 nur mit Vorsicht zu behandeln (Ajit Bolar et al., 2013). 
Laut unserer Analyse könnte Gln314 in einer Peptidschlaufe nahe der 
Proteinoberfläche liegen (unveröffentlichte Daten). Da Prolin bekanntermaßen die 
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Ausbildung von α-Helices beeinträchtigt, ist es denkbar, dass Gln314Pro zu einem 
Knick in der Peptidschlaufe führt (Kim and Kang, 1999; Kumar and Bansal, 1998). Die 
daraus resultierende Strukturänderung wiederum könnte den nachweislichen Abbau 
des mutierten Proteins durch das Proteasom zur Folge haben. Natürlich sind diese 
Überlegungen zu Gln314Pro aufgrund der großen Unsicherheit im Hinblick auf die 
Proteinstruktur des humanen IBA57 zurzeit nur spekulativer Natur. Es wäre daher 
wichtig, genaue Struktureinsichten in dieses ISC Protein zu erhalten.  
IBA57 reiht sich ein in eine stetig wachsende Liste an humanen Krankheiten, die auf 
genetischen Defekten in den Mitgliedern der ISC-Assemblierungsmaschinerie beruhen 
(Übersichtsschema 3). Hierzu zählen neben IBA57 auch andere spät-agierende 
Reifefaktoren wie NFU1, BOLA3 und IND1. Obwohl diese vier ISC-Faktoren funktionell 
alle im späten Abschnitt der Fe/S-Proteinbiogenese angesiedelt sind, nämlich der 
Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine, variieren die entsprechenden 
Krankheitsbilder doch erstaunlich stark. So bewirkt eine Punktmutation in IND1, welche 
in sechs Patienten von fünf nicht-verwandten Familien detektiert wurde, den 
vollständigen Verlust des Proteins und dadurch eine isolierte Komplex I-Defizienz 
(Kevelam et al., 2013). Diese führte in allen Fällen zu schweren Gehirnschädigungen 
u.a. der weißen Substanz und des Kleinhirns, was Ataxien und spastische Lähmungen 
zur Folge hatte. Im Gegensatz zu IND1, welches beim Menschen ausschließlich für die 
Reifung des Atmungskettenkomplexes I benötigt wird (Sheftel et al., 2009; Stehling et 
al., 2014), sind NFU1 und BOLA3 an der Maturierung sowohl der 
Atmungskettenkomplexe I und II als auch der LIAS beteiligt (Cameron et al., 2011; 
Haack et al., 2013; Navarro-Sastre et al., 2011). Vielleicht sind gerade wegen dieses 
breiteren Aufgabenspektrums im Vergleich zu IND1 alle bisher identifizierten 
Mutationen in NFU1 und BOLA3 fatal. In zehn Patienten aus neun nicht-verwandten 
Familien wurde ein genetischer Defekt in NFU1 ermittelt, welcher den kompletten 
Funktionsverlust des Proteins bedingt (Navarro-Sastre et al., 2011). Alle Kinder 
entwickelten sich im Mutterleib normal, wiesen jedoch nach der Geburt eine baldige 
Entwicklungsstörung und fortschreitende neurologische Beeinträchtigungen auf, und 
verstarben nach höchstens fünfzehn Monaten. Der Fall dreier Geschwister mit 
blutsverwandten Eltern ist noch dramatischer: Eine Spleißmutation führte zum totalen 
Verlust von NFU1 (Cameron et al., 2011). Trotz normaler Entwicklung im Mutterleib 
zeigten die Kinder kurz nach der Geburt eine Lactatacidose, verbunden mit 
zunehmender Schwäche und fehlender eigener Atmung, und verstarben spätestens 
einen Monat nach Geburt (Seyda et al., 2001). Verschiedene Mutationen in BOLA3 
führten jeweils zu erhöhten Glycinwerten im Serum und in der Cerebrospinalflüssigkeit. 
Aufgrund von Entwicklungsverzögerungen, Enzephalopathien und Krämpfen 
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verstarben die Patienten bereits im Säuglingsalter (Baker et al., 2014; Cameron et al., 





Übersichtsschema 3. Genmutationen in ISC-Assemblierungs- und Exportfaktoren führen 
zu humanen Erkrankungen. Bislang wurden elf ISC-Assemblierungs- und Exportfaktoren mit 
der Entwicklung humaner Erkrankungen in Verbindung gebracht. Dabei ist eine Zuordnung 
dieser Faktoren zu zwei phänotypischen Gruppen möglich: So führen Mutationen in Genen, die 
für die zentrale ISC-Assemblierungsmaschinerie kodieren (rot hinterlegt), zu 
Beeinträchtigungen sowohl der mitochondrialen als auch der cytosolischen Fe/S-
Proteinbiogenese. Mutationen im mitochondrialen Transporter ABCB7 (roter Rahmen) 
behindern die Reifung cytosolischer/nukleärer Fe/S-Proteine. Aufgrund der beeinträchtigten 
CIA-Maschinerie gelangt u.a. die cytosolische Aconitase nicht zur Reifung. Stattdessen agiert 
die Apoform dieses Proteins als Eisenregulationsprotein IRP1. Dieses vermittelt eine verstärkte 
zelluläre Eisenaufnahme und –mobilisierung durch post-transkriptionelle Regulation des 
Transferrin-Rezeptors (TfR) und Ferritin. Letztlich führen diese Steuerungsprozesse zu einer 
mitochondrialen Eisenakkumulation. Im Gegensatz zu Mutationen in den zentralen ISC-
Assemblierungsfaktoren sind Mutationen in Vertretern der spät-agierenden ISC-Faktoren (grün 
hinterlegt) ausschließlich mit einer gestörten Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine 
verbunden, was keinen Einfluss auf die zelluläre Eisenhomöostase hat. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde der spät-agierende ISC-Reifefaktor IBA57 (grün hervorgehoben) als weiteres, nun 
elftes bekanntes Krankheits-assoziiertes Mitglied der ISC-Assemblierungs- und Export-
Maschinerie identifiziert. MFRN1/2 (gelber Rahmen) gehört nicht direkt der ISC-
Assemblierungsmaschinerie an, sondern fungiert als mitochondrialer Eisentransporter. Daher 
führen Mutationen in diesem Protein zu einer generellen Beeinträchtigung der zellulären Fe/S-
Proteinbiogenese und der Hämbiosynthese. Modell adaptiert von (Stehling et al., 2014). 
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Diese Übersicht verdeutlicht, dass die mit diesen ISC-Faktoren assoziierten 
Krankheitsbilder vielfältiger Natur sein können, obwohl IBA57, NFU1, BOLA3 und IND1 
alle als spät-agierende Reifefaktoren fungieren und sich ihre Substratspezifitäten teils 
sogar überschneiden. Ein gemeinsamer Nenner der variablen Krankheitsbilder 
scheinen zumindest die häufig auftretenden neurologischen Beeinträchtigungen des 
Gehirns zu sein. Über die Verbindung vom biochemischen zum klinischen Phänotyp 
lässt sich zurzeit nur spekulieren. So könnten neben Beeinträchtigungen der bereits 
identifizierten Fe/S-Zielproteine auch Maturierungsprobleme bei weiteren bisher 
unbekannten mitochondrialen Fe/S-Proteinen zur unterschiedlichen Symptomatik 
führen. Die natürlichen Expressionsunterschiede eines Proteins in verschiedenen 
Geweben des menschlichen Körpers spielen eine wichtige Rolle für die Manifestation 
von Organ- oder Zelltyp-spezifischen Krankheitsbildern. So führt etwa die verringerte 
Expression des ABC Transporters ABCB7, welcher den Transport einer 
schwefelhaltigen Komponente aus den Mitochondrien in das Cytosol vermittelt, zur 
Akkumulierung von Eisen in den Mitochondrien (Cavadini et al., 2007). Da ABCB7 
vorrangig in hämatopoetischen und neurologischen Geweben exprimiert wird, ist die 
Ausbildung einer kombinierten Anämie/Ataxie in den betroffenen Patienten leicht 
nachzuvollziehen (Allikmets et al., 1999; Bekri et al., 2000; Stehling et al., 2014). 
Weiterhin sind gewebespezifische mRNA-Prozessierungen der ISC-Faktoren wie im 
Falle von ISCU2 (s. Einleitung) denkbar. Nicht zuletzt haben die aktuellen Fälle mit 
zwei unterschiedlichen Mutationen in IBA57 gezeigt, dass je nach verbliebener 
Expressionseffizienz eines ISC-Reifefaktors unterschiedliche Organsysteme im 
Patienten betroffen sein können. Diese unterschiedliche Gewebespezifität bei 
verschiedenen Mutationen im selben Gen ist typisch für mitochondriale Erkrankungen 
dieser Art (Bénit et al., 2010).  
Neben Erkrankungen, die durch Defekte in den spät-agierenden ISC-Reifefaktoren 
bedingt sind, sind seit Längerem Krankheiten bekannt, die auf Beeinträchtigungen der 
zentralen ISC-Assemblierungsmaschinerie beruhen (Übersichtsschema 3). 
Interessanterweise zeigt sich hierbei trotz einiger Ähnlichkeiten ein ganz anderes 
Krankheitsspektrum. Die bereits eingangs erwähnte speziell im Muskelgewebe 
verringerte Expression des Gerüstproteins ISCU2, aber auch der Verlust des 
Ferredoxins FDX2 in Muskel und Fibroblasten führen im Menschen zu Myopathien 
(Mochel et al., 2008; Olsson et al., 2008; Spiegel et al., 2014). Mutationen in ISD11 
und NFS1 wurden hingegen in einigen Fällen mit Multiorganversagen im frühen 
Kindesalter in Verbindung gebracht und führten häufig zum Tode (Farhan et al., 2014; 
Lim et al., 2013). Bestimmte Formen von sideroblastischen Anämien beruhen auf 
Defekten des Glutaredoxins GLRX5 und des mitochondrialen Transporters ABCB7 
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(Allikmets et al., 1999; Bekri et al., 2000; Camaschella et al., 2007), wohingegen die 
Expressionsminderung von Frataxin und eine andere Mutation in GLRX5 zu 
neurologischen Krankheitsbildern führen (Baker et al., 2014; Martelli et al., 2012). 
Die Beeinträchtigung der zentralen ISC-Assemblierungsmaschinerie bedingt 
gleichermaßen einen Reifungsdefekt von mitochondrialen und cytosolisch-nukleären 
Fe/S-Proteinen. Dies lässt Gemeinsamkeiten, aber auch gravierende Unterschiede im 
biochemischen Phänotyp im Vergleich zu Mutationen später ISC-Reifefaktoren 
erwarten. So ist etwa die zelluläre Eisenhomöostase ausschließlich bei Mutationen der 
zentralen ISC-Assemblierungsmaschinerie gestört (s. unten). Im Gegensatz dazu 
führen Mutationen sowohl in zentralen als auch in spät-agierenden ISC-Reifefaktoren 
zu einem Verlust der LIAS-Aktivität. Dies spiegelt sich in verringerten Aktivitäten der 
PDH und αKGDH bspw. bei der FDX2-assoziierten Myopathie und bei einigen Fällen 
von Friedreich-Ataxie wieder (Blass et al., 1976; Melancon et al., 1979; Spiegel et al., 
2014). Dennoch liegen bisher keine Berichte von einer damit verbundenen 
Anreicherung von Glycin im Serum und/oder der Cerebrospinalflüssigkeit der Patienten 
vor, wie dies häufig bei Defekten der spät-agierenden ISC-Reifefaktoren der Fall ist. 
Lediglich im Falle einer Deletionsmutation in GLRX5 wurde eine Form der nicht-
ketotischen Hyperglycinämie diagnostiziert (Baker et al., 2014), und generell weist das 
Krankheitsbild der betroffenen Patienten mehr Parallelen zu BOLA3- oder IBA57-
assoziierten Erkrankungen auf als zu zentralen ISC-Krankheiten. Damit eröffnet sich 
die Möglichkeit, das Auftreten der Hyperglycinämie in solchen Fällen zu Rate zu 
ziehen, in denen der ursächliche Faktor für eine Erkrankung bisher nicht bekannt ist. 
Denn während die typische nicht-ketotische Hyperglycinämie und die dadurch 
bedingten neurologischen Symptome wie Hypotonie, Apnoe und Krämpfe häufig auf 
Defekten der LIAS oder Komponenten des Glycin-spaltenden Systems beruhen (Baker 
et al., 2014; Kure et al., 2006; Mayr et al., 2011), kann eine Hyperglycinämie im 
Zusammenhang mit einem Atmungskettendefekt einen diagnostischen Hinweis auf 
eine Beeinträchtigung speziell der spät-agierenden ISC-Faktoren geben. Hierbei muss 
sicherlich berücksichtigt werden, dass sich Symptome wie die Hyperglycinämie nur bei 
entsprechend starker Funktionsbeeinträchtigung des betroffenen ISC-Faktors 
entwickeln. 
Ein charakteristischer Befund bei Patienten mit Fe/S-Erkrankungen ist die 
Akkumulation von zellulärem Eisen. Interessanterweise erfolgt die Anreicherung dieses 
Metalls v.a. in den Mitochondrien (s. unten). Bisher wurde ein Anstieg mitochondrialen 
Eisens ausschließlich bei Beeinträchtigungen von Komponenten der zentralen ISC-
Assemblierungsmaschinerie wie ISD11, ISCU2, Frataxin, und GLRX5 sowie der ISC-
Exportkomponente ABCB7 festgestellt (Delatycki et al., 1999; Haller et al., 1991; Lim et 
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al., 2013; Mochel et al., 2008). Im Gegensatz dazu weisen Patienten mit 
pathologischen Mutationen in Genen, die für spät-agierende Reifefaktoren kodieren, 
wie IBA57 und BOLA3, eine normale (zelluläre) Eisenhomöostase auf, welche sich 
bspw. in unauffälligen Hämatokrit- und Hämoglobinwerten wiederspiegelt (Ajit Bolar et 
al., 2013; Baker et al., 2014; Lossos et al., im Druck). Worin liegt dieser Unterschied 
begründet? Die zelluläre Eisenregulation in Säugern wird durch die cytosolischen 
Eisenregulationsproteine IRP1 und IRP2 vermittelt, wobei IRP1 durch die Bindung 
eines labilen Fe/S-Clusters als direkter Eisensensor tätig ist. Unter Eisen-limitierenden 
Bedingungen wird die Inserierung dieses Clusters nicht mehr gewährleistet, sodass die 
regulatorische Rolle von IRP1 für die Eisenhomöostase in den Vordergrund tritt (Volz, 
2008). Die Funktion von IRP2 wird indirekt durch den zellulären Eisenstatus bestimmt, 
da die Menge dieses Proteins durch die Eisen-abhängige E3-Ubiquitinligase FBXL5 
und den dadurch vermittelten proteasomalen Abbau reguliert wird (Salahudeen et al., 
2009; Vashisht et al., 2009). Die Beeinträchtigung der zentralen mitochondrialen ISC-
Assemblierungsmaschinerie suggeriert der humanen Zelle wegen der erhöhten IRP1-
Menge ebenso einen Zustand der Eisenlimitierung. Dies erklärt sich aus der Tatsache, 
dass die cytosolische Fe/S-Proteinbiogenese an die zentrale ISC-
Assemblierungsmaschinerie gekoppelt ist, und deshalb Beeinträchtigungen des 
mitochondrialen ISC-Systems auch zu verminderter Reifung cytosolischer Fe/S-
Proteine wie der cytoAco führen (Übersichtsschema 3). Somit ist es leicht erklärbar, 
dass bei Erkrankungen, welche auf Defekten der zentralen ISC-
Assemblierungsmaschinerie beruhen, die Aktivität v.a. von IRP1 erhöht ist 
(Camaschella et al., 2007; Mochel et al., 2008). Eine erhöhte Aktivität von IRP1 und 
ebenso von IRP2 bedingt die verminderte Expression des cytosolischen 
Eisenspeicher-Proteins Ferritin sowie die verstärkte Synthese des Transferrin-
Rezeptors, welcher die zelluläre Aufnahme von Transferrin-gebundenen Eisen 
vermittelt (Camaschella et al., 2007). In der Summe führen diese Steuerungsprozesse 
zu einem Anstieg des zellulären Eisenspiegels, was die beobachteten erhöhten 
Eisenkonzentrationen in Patienten mit Mutationen in zentralen ISC-Faktoren 
zufriedenstellend erklärt.  
Allerdings stellt sich die Frage, warum Erkrankungen, die mit Defekten in zentralen 
ISC-Faktoren assoziiert sind, durch eine Eisenakkumulation gerade in den 
Mitochondrien charakterisiert sind. Das Studium eines Mausmodells für Friedreich-
Ataxie zeigte für diesen Umstand einen Lösungsansatz auf (Huang et al., 2009). 
Demnach spielen mehrere Faktoren zusammen: Zum einen wird durch eine 
beeinträchtigte Fe/S-Proteinbiogenese auch die Hämsynthese, für die das Fe/S-Protein 
Ferrochelatase essenziell ist, blockiert, wodurch die zwei größten Eisen-verwertenden 
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Systeme in den Mitochondrien ausfallen. Aufgrund verminderter Expression 
mitochondrialen Ferritins in diesem Mausmodell führt der Syntheseblock von Fe/S-
Proteinen und Häm bereits zur Erhöhung des frei verfügbaren mitochondrialen Eisens. 
Des Weiteren wird, wie oben beschrieben, die Aktivität von IRP1/2 gesteigert, was zu 
einem verstärkten Eisentransport in die Zelle führt. Zuletzt weist die vermehrte 
Expression des mitochondrialen Transporters Mitoferrin 2 in diesem Modell auf einen 
gesteigerten Import von Eisen in die Mitochondrien hin. In der Summe tragen diese 
Faktoren im Mausmodell für Friedreich-Ataxie zur Eisenakkumulation in den 
Mitochondrien bei. Auch für andere humane Erkrankungen, die auf Defekten der 
zentralen ISC-Assemblierungsmaschinerie beruhen, ist dieser Zusammenhang 
denkbar. 
Diese neuen Erkenntnisse können zur besseren Eingrenzung ungeklärter 
Mitochondriopathien als Folge von Störungen der Fe/S-Proteinbiogenese beitragen. All 
diese Erkrankungen sollten einen Atmungskettendefekt zumindest in den Komplexen I 
und II aufweisen. Aus dem Fehlen oder aber Vorhandensein einer zellulären bzw. 
mitochondrialen Eisenakkumulation sollte man einen Defekt in der späten oder der 
zentralen ISC-Assemblierungsmaschinerie vorhersagen können. Zusätzlich könnte der 
Nachweis eines LIAS-Defekts und der dadurch bedingten Hyperglycinämie zur 
Diagnose beitragen. Die Reifung der LIAS ist zwar von der zentralen ISC-
Assemblierungsmaschinerie abhängig, gerade bei Defekten der späten ISC-
Reifefaktoren jedoch führt eine beeinträchtigte LIAS-Funktion zu einer ausgeprägten 
Hyperglycinämie. Es ist denkbar, dass durch die gezielte Diagnose dieser Symptomatik 
zukünftig weitere pathologische Mutationen in bereits bekannten, 
krankheitsassoziierten ISC-Faktoren gefunden werden, oder auch Defekte in ISC-
Faktoren aufgespürt werden, die bisher nicht mit humanen Erkrankungen in 
Verbindung gebracht wurden. In diesem Zusammenhang ist durchaus zu erwarten, 
dass auch ISCA1 oder ISCA2 in näherer Zukunft in den Fokus der Analysen geraten. 
Entsprechend zahlreicher Zellkulturdaten, die eine physische und funktionelle 
Interaktion von ISCA1/2 mit IBA57 nahelegen, wäre bei Mutationen in diesen Faktoren 
von einem ähnlichen Krankheitsbild, zumindest auf biochemischer Ebene, wie bei den 
IBA57-assoziierten Fällen auszugehen. Darüber hinaus bieten humangenetische 
Untersuchungen von Patienten mit einer Fe/S-assoziierten Mitochondriopathie die 
Möglichkeit, weitere, bisher unbekannte Faktoren, die an der zellulären Fe/S-
Proteinbiogenese beteiligt sind, ausfindig zu machen. Klinische Untersuchungen 
könnten damit auch für den Grundlagenwissenschaftler von besonderem Interesse 
werden. 
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In der vorliegenden Arbeit wurden die humanen mitochondrialen Proteine ISCA1, 
ISCA2 und IBA57 mit Hilfe humaner Zellkultur als spät-agierende ISC-
Assemblierungsfaktoren charakterisiert, wobei alle drei Proteine ausschließlich für die 
Reifung mitochondrialer [4Fe-4S]-Proteine erforderlich sind. Die Identifizierung zweier 
unabhängiger Patientengruppen mit unterschiedlichen Mutationen in IBA57, und der 
Vergleich des biochemischen Phänotyps der Patientenzellen mit den an Zellkulturen 
gewonnenen Daten ermöglichten es, die postulierte biochemische Rolle des humanen 
IBA57-Proteins zu bestätigen. Diese Arbeit ist daher beispielhaft für eine erfolgreiche 
Zusammenarbeit von Grundlagenwissenschaftlern und Klinikern. Auf der einen Seite 
hilft die Grundlagenforschung dem Arzt dabei, den (biochemischen) Phänotyp seiner 
Patienten besser zu verstehen bzw. vorauszusagen. Die klinisch-chemische 
Untersuchung dieser Patienten kann wiederum dazu beitragen, die experimentell 
definierte Funktion eines Proteins und seine funktionelle Einordnung in den 
Zellmetabolismus zu bestätigen oder aber zu widerlegen. Leider lässt sich aus den 
gewonnenen Daten zum jetzigen Zeitpunkt keine Therapie für die Betroffenen ableiten. 
Diese Problematik besteht bisher für viele mitochondriale Erkrankungen. Dennoch ist 
die eindeutige Identifizierung einer Mutation als Krankheitsursache von großem Nutzen 
für die betroffene Personengruppe, da dieses Wissen die humangenetische Beratung 
von Trägern dieser Mutation bei Kinderwunsch erleichtert. 
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cytoAco  cytosolische Aconitase 
CIA cytosolische Fe/S-Cluster-Assemblierung, engl. cytosolic Fe/S-
protein assembly 
CSF  Cerebrospinalflüssigkeit 
COX  Cytochrom-c-Oxidase 
CTL  Kontrolle, engl. control 
DPYD  Dihydropyrimidin-Dehydrogenase 
dsRedMito Mitochondrien-gerichtete Variante des rot fluoreszierenden 
Proteins aus Discosoma sp. 
E. coli  Escherichia coli 
FDX  Ferredoxin 
FDXR  Ferredoxinreduktase 
Fe/S  Eisen/Schwefel 
Ft  Ferritin 
GFP  grün fluoreszierendes Protein 
GLRX  Glutaredoxin 
GPAT   Glutamin-Phosphoribosylpyrophosphat-Amidotransferase 
HSP  hereditäre spastische Paraplegie 
IRE  engl. iron-responsive element 
IRP   Eisenregulationsprotein, engl. iron regulatory protein 
ISC   Fe/S-Cluster, engl. iron sulfur cluster 
αKGDH  α-Ketoglutarat-Dehydrogenase 
LIAS   Liponsäuresynthase, engl. lipoic acid synthase 
MFRN   Mitoferrin 
MLS   mitochondriale Lokalisationssequenz 
mitoAco  mitochondriale Aconitase 
PDH   Pyruvat-Dehydrogenase 
RNAi   RNA-Interferenz 
ROS    reaktive Sauerstoffspezies, engl. reactive oxygen species 
S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae 
S. pombe  Schizosaccharomyces pombe 
SDH   Succinatdehydrogenase, Atmungskettenkomplex II 
sm   still mutiert 
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SNP Einzelnukleotid-Polymorphismen, engl. single nucleotide 
polymorphism 
SPOAN spastische Paraplegie, optische Atrophie und periphere 
Neuropathie 
T. brucei  Trypanosoma brucei 
TfR   Transferrin-Rezeptor 
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Supplementary Figure Legends  
 
Figure S1. Multi-sequence alignment of IBA57 proteins from higher and lower 
eukaryotes  
IBA57 protein sequences from various eukaryotes were aligned using MultAlin (*). The 
amino acid position corresponding to the mutated Q314 in human IBA57 is highlighted 
in yellow, indicating no conservation of this residue among different eukaryotes. 
 
Figure S2. Quantification of protein levels of IBA57-depleted HeLa cells expressing 
wild-type or mutant IBA57  
HeLa cell extracts as described in Figure 6 were analyzed by western blotting. 
Quantification was performed using program TINA 20 (Raytest). Data are presented 
relative to control values as mean ± SD (n=3). 
 
Figure S3. Mutated IBA57_Q314P restores protein levels decreased in IBA57-deficient 
cells  
HeLa cell extracts as described in Figure 7B were subjected to SDS-PAGE and 
western blotting using antibodies against the indicated proteins (cf. Figure 6C). A 
representative result is shown. 
 
(*) Corpet, F. (1988) Multiple sequence alignment with hierarchical clustering. Nucl. 
Acids Res., 16, 10881-10890. 
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Figure S2: Quantification of protein levels of IBA57-depleted HeLa cells expressing 
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Objective: To present the clinical, molecular and cell biological findings in a family with 
autosomal recessive form of hereditary spastic paraplegia characterized by a 
combination of spastic paraplegia, optic atrophy and peripheral neuropathy (SPOAN).  
 
Methods: We used a combination of whole genome linkage analysis and exome 
sequencing to map the disease locus and to identify the responsible gene. To analyze 
the physiological consequences of the disease, we employed biochemical and cell 
biological methods. 
 
Results: Ten members of a highly consanguineous family manifested a childhood-
onset SPOAN-like phenotype with slow progression into late adulthood. We mapped 
this disorder to a locus on chromosome 1q and identified a homozygous donor-splice 
site mutation in the IBA57 gene, previously implicated in two infants with lethal 
perinatal encephalomyopathy. This gene encodes the mitochondrial iron-sulfur (Fe/S) 
protein assembly factor IBA57. In addition to a severely decreased amount of normal 
IBA57 mRNA, patient’s cells expressed an aberrantly spliced mRNA with a premature 
stop codon. Lymphoblasts contained tenfold lower levels of wild-type, but no signs of 
truncated IBA57 protein. The decrease in functional IBA57 resulted in reduced levels 
and activities of several mitochondrial [4Fe-4S] proteins, including complexes I and II, 
while mitochondrial [2Fe-2S] proteins remained normal. 
 
Conclusions: Our findings reinforce the suggested specific function of IBA57 in 
mitochondrial [4Fe-4S] protein maturation and provide additional evidence for its role in 
human disease. The less decreased IBA57 protein level in this family explains 
phenotypic differences compared to the previously described lethal 
encephalomyopathy with no functional IBA57. 





Hereditary spastic paraplegia (HSP) is a highly heterogeneous group of neurogenetic 
disorders with multiple identified genetic loci and causative genes involved in various 
pathophysiological pathways. 1, 2 Different forms of HSP are distinguished by additional 
neurological and systemic manifestations, variable age of onset and pattern of 
inheritance. The combination of spastic paraplegia with optic atrophy and peripheral 
neuropathy is rare. 1 It was originally described and assigned an acronym SPOAN 
(OMIM %609541) for its main clinical components. 3 Linkage analyses mapped this 
autosomal recessive (AR) disorder to chromosome 11q13, but no responsible gene 
has been identified so far. 3, 4 A SPOAN-like phenotype is also a feature of SPG55 
(OMIM #615035) with mutations in C12orf65 5 and in SPG57 (OMIM #615658) with 
mutations in TGF. 6 A similar phenotype is occasionally reported in HSP with SPG7 
mutations (OMIM #607259) encoding paraplegin involved in mitochondrial protein 
maturation and degradation, 7 and in autosomal dominant optic atrophy (OMIM 
#165500) with OPA1 mutations. 8  
We present clinical, laboratory, and cell biological data of a family with HSP 
manifesting a SPOAN-like phenotype due to an IBA57 hypomorphic mutation. The 
encoded protein is involved in the biogenesis of mitochondrial [4Fe-4S] proteins, yet 
dispensable for [2Fe-2S] proteins. 9  
 
Patients and Methods 
 
Patients 
Since 2004, we have evaluated 11 members of a highly consanguineous 5-generation 
family of Arab origin manifesting a SPOAN-like clinical phenotype (Fig 1). Of the living 
unaffected family members, 9 were available for examination. Clinical diagnosis and 
prospective follow up was performed using the chart 
(http://spatax.wordpress.com/downloads/) developed by the international SPATAX 
network.  
 
Whole genome linkage analysis 
A whole genome scan was performed on genomic DNA samples obtained from 
peripheral blood of 15 subjects, including 10 affected individuals, using the Infinium 
Human Linkage 12 Genotyping BeadChip (Illumina, San Diega, Ca, USA). Genotypes 
were determined with Bead Studio genotyping module software (Illumina) and 
multipoint LOD scores were calculated using the MERLIN software 10 assuming a 
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recessive mode of inheritance considering equal allele frequencies, a 90% penetrance 
and no phenocopy. 
 
Whole exome sequencing 
DNA of 2 patients, IV-7 and IV-4 from separate branches of the family, were processed 
for exon capture with the SureSelect V4 50Mb kit (Agilent) and massive parallel 
sequencing on the HighSeq2000 (Illumina) at the Integragen platform (Evry, France) 
under paired-end 75bp reads. The Burrows-Wheeler algorithm was applied to align 
sequence reads to the hg19 version of the human genome and variants were called 
using the GATK software package. 11, 12 A total of 73,166,396 and 89,810,789 reads 
were obtained of which 96.2 and 92.4% were mapped to the human genome reference 
sequence with a mean coverage of 60x and 61x obtained with 71% and 77% of the 
target regions covered at least 25x for IV-7 and IV-4, respectively. Data were then 
imported into a dedicated analysis toolset, Eris (Integragen), for further analysis. 
 
Lymphoblastoid cell line preparation and culture 
Lymphoblastoid cell lines were derived from patient III-5 and from 4 controls and were 
cultured using conventional methods. For inhibition of proteases cells were treated with 
either 0.8 mM Pefabloc (Carl Roth) or 10 µM MG132 (Calbiochem) for 16 h prior to 
harvest. 
 
cDNA preparation and reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 
Total RNA was isolated from fresh blood and lymphoblastoid lines using conventional 
methods. cDNA was synthesized using SuperScript® II reverse transcriptase 
(Invitrogen). RT-PCR was performed using the primers 5’-CATCTTGTACGGGCTCCA-
3’ and 5’-ACTTGCCCACAGTCTGTCC-3’ corresponding to cDNA positions 330 and 
928, respectively (NM_001010867). PCR products were analyzed on 2% agarose gel, 
extracted from the gel with the QIAquick® Gel Extraction kit (QIAGEN) and sequenced 
with the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (PE Applied Biosystems). 
 
Mutation analysis 
Mutation screening was based on the introduction of a PstI restriction site in the mutant 
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Western blot analysis 
Cell lysates were subjected to SDS-PAGE and immunoblotting. Antibodies were 
targeted against IBA57, 13 NDUFA9, NDUFA13, SDHB (MitoSciences), Rieske, COX-2, 
F1α/β (H. Schägger and I. Wittig), ACO2 (Thermo Scientific), lipoic acid (Calbiochem), 
IRBP1 (R. Eisenstein) and tubulin (clone DM1A; Sigma-Aldrich). For quantification of 
the detected protein levels, at least 3 independent experiments were performed. 
 
Enzyme assays 
Spectrophotometric activity of aconitase, complex II, complex IV, citrate synthase and 
lactate dehydrogenase 14-16 and sample preparation for BN-PAGE and complex I in-gel 
activity measurement 17 were performed as described. For analysis of enzyme 
activities, data were obtained from at least 3 distinct experiments. 
 
Standard Protocol Approvals, Registrations, and Patient Consents 
The study was approved by the institutional and national review boards. Informed 




Patients manifest a SPOAN-like phenotype 
The main clinical findings are summarized in Table 1. Of the 11 clinically affected 
subjects, 10 presented with very slowly progressive childhood-onset gait impairment. 
On examination, they manifested mild to moderate spastic paraparesis with knee 
hyperreflexia and bilateral extensor plantar response. Reduced or absent ankle 
reflexes in 7/10 patients together with distal leg atrophy (Supp Fig 3) and distal 
superficial sensory loss suggested an associated peripheral neuropathy. Additionally, 
6/9 patients available for funduscopy had optic nerve atrophy and reduced visual 
acuity. Although the findings were similar in character, their intensity and age of onset 
somewhat varied. Early development, age at independent walking and school 
achievements were reported normal, and in adulthood all lead an independent life. 
None manifested cognitive impairment, seizures, ophthalmoplegia, scoliosis or limb 
contractures, and patient III-5 had late-onset diabetes mellitus and ischemic heart 
disease. Over the period of 7 years, 4/10 patients were available for follow-up 
examination showing a very slow progression of their functional motor and visual 
disability. 
Subject IV-8 was reported to develop gait problems and cognitive impairment after 
sustaining head trauma at the age of 3 years. On examination, she had bilateral optic 
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atrophy, spastic paraparesis and distal sensory deficit in the legs, and was therefore 
concluded to be clinically affected. 
Routine metabolic screening, plasma amino acids, glycine and lactate were normal in 
patients III-5 and III-6. Peripheral nerve conduction study obtained in 4 patients (Table 
2) demonstrated reduced compound motor action potentials and velocities with normal 
sensory conduction, indicating predominantly motor and mainly axonal peripheral 
neuropathy, and electromyography demonstrated mild chronic neurogenic changes in 
2/2 patients. Formal neuro-ophthalmologic examination performed in 4 patients (Table 
2) confirmed optic nerve atrophy (Supp Fig 1) with reduced visual acuity, visual field 
defects, prolonged evoked potential latencies, and thinning of the peripapillary retinal 
ganglion cell fibers (Supp Fig 2). 
Cerebral MRI obtained in 3 patients (Table 2) demonstrated bilateral optic nerve 
atrophy and scattered foci of T2/FLAIR-hyperintensity in the cerebral white matter, 
some of which appeared with central cystic cavitation (Supp Fig 4). In addition, patient 
III-5 had mild-moderate cerebellar, corpus callosum and cervical spinal cord atrophy, 
which was not present in a study from 7 years earlier. There was no abnormal iron 
deposition on susceptibility weighted imaging and no elevated lactate on MR 
spectroscopy (MRS). 
 
Mutation in IBA57 causes aberrant mRNA splicing, reduces native IBA57 mRNA 
and leads to a frame-shift and a truncated protein 
Whole genome linkage analysis identified 2 regions with multipoint LOD scores of +3.2 
and +3.3 on chromosomes 1 and 19, respectively. In chromosome 1, 24 successive 
SNP markers covering 24.6 Mb were homozygous while on chromosome 19, patients 
from one branch were homozygous and from the other were compound heterozygous 
for markers covering 43.6 Mb. These regions were confirmed using microsatellite 
markers (data not shown). The region on chromosome 19 was considered unlikely 
based on the high consanguinity rate in this family. Furthermore, linkage was 
uninformative in 9 additional regions where LOD scores ranged from -1.8 to +0.2. 
Given the large shared genomic region on chromosome 1 encompassing at least 180 
genes, we proceeded with whole exome sequencing in patients IV-7 and IV-4 (Fig 1). 
The number of called variants (Indels and SNVs) was 61,908 and 62,433, respectively. 
Out of these, 41 were common to both patients at the homozygous state, rare (<1%) in 
variant databases (EVS, 1,000 genomes, HapMap) and affected the coding sequences 
(non synonymous or located to splice site). Three of these variants were located in the 
linked, non-excluded regions on chromosome 1, including: (i) c.1381C>T (p.P461S) in 
TRIM17 (NM_016102.3) affecting an amino-acid conserved only in mammals and 
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predicted to be tolerated by AlignGVGD, 18 SIFT program, 19 and MutationTaster; 20 (ii) 
c.5773_5776del (p.Lys1925Thrfs6*) in DNAH14 (NM_001373.1), encoding a dynein 
heavy chain, found 242 times and 17 times in the homozygous state in exome 
analyses of 2,923 healthy individuals available through the Exome Variant Server 
(NHLBI GO Exome Sequencing Project, ESP, Seattle, WA, URL: 
http://evs.gs.washington.edu/EVS/; (iii) c.678A>G (p.Q226Q) in IBA57 
(NM_001010867.2), encoding a mitochondrial Fe/S protein assembly factor abundant 
in brain, heart and liver. The mutation was predicted to alter correct splicing. This 
variant was not found in the public databases such as the Exome Variant Server, 
NHLBI Exome Sequencing Project, Seattle, Washington USA 
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/) and was validated using the Sanger method (Fig 
2A). Restriction analysis-based screening of the entire family using PstI showed perfect 
segregation, with homozygosity found only in the patients (not shown). Screening of 
340 anonymous chromosomes from a similar ethnic background and originating from 
the same Palestinian region identified 2 heterozygous carriers of the variant. 
In order to evaluate the predicted outcome of this mutation, we studied cDNA obtained 
both from fresh lymphocytes and from transformed lymphoblastoid cells of patient III-5. 
A prominent 692-bp PCR product was identified with a fainter band (~10-20%) of 599-
bp corresponding to the predicted normal splicing product (Fig 2C). Sequencing 
analysis of the larger fragment revealed that this transcript retained intron 2, which is 
altogether 93-bp. This aberrant transcript with the inserted intron leads to a frame-shift 
and is predicted to generate a truncated protein with only 280 amino-acid residues, i.e. 
the original first 226 and an additional 54 amino acids which are different from the ones 
in the wild-type protein (Fig 2B-D). 
 
Diminished IBA57 protein levels cause specific defects in the maturation of 
mitochondrial [4Fe-4S] proteins 
From the cDNA studies, we suspected a decreased IBA57 protein level. Analysis of cell 
extracts of the lymphoblastoid cell line from patient III-5 revealed a 90% reduction of 
IBA57 protein in accordance with the amount of residual wild-type mRNA (Fig 2C and 
3A-B). Immunostaining showed a 30-40% reduction of the respiratory chain complex I 
subunits NDUFA13 and NDUFA9, and of one subunit of complex II (Fig 3A-B). This 
was accompanied by a quantitatively similar reduction of the respective enzymatic 
activities normalized for the mitochondrial enzyme citrate synthase (Fig 3C-D). In 
contrast, protein levels of respiratory complexes III, IV and V were unaffected with non 
significant slight decrease in complex IV activity. These changes are consistent with 
the well-established function of IBA57 in the biogenesis of [4Fe-4S] proteins such as 
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complexes I and II, but not of [2Fe-2S] proteins such as complex III. Notably, the 
defects were rather mild in comparison to the previous report of an IBA57 mutation 
associated with an almost complete loss of functional IBA57 protein. 21 
Next, we examined the function of mitochondrial [4Fe-4S] proteins. While the steady-
state protein level of mitochondrial aconitase (mitoAco) was unaffected, its enzymatic 
activity was slightly decreased (Fig 3). This effect is specific, because the activity of 
cytosolic aconitase (cytoAco), the holoform of iron regulatory protein 1 (IRP1), showed 
no significant changes in both protein level and activity (Fig 3). Lipoic acid synthase 
(LIAS) contains two [4Fe-4S] clusters essential for the synthesis of lipoic acid, a 
cofactor of, e.g., pyruvate dehydrogenase (PDH) and α-ketoglutarate dehydrogenase 
(αKGDH). Measurement of the lipoylation status of the E2 subunits of these latter 
enzymes serves as an indirect but reliable estimate of the Fe/S maturation efficiency of 
LIAS. 13 Therefore, we monitored the presence of lipoic acid in the E2 subunits of PDH 
and αKGDH in the patient’s cells by immunoblotting using a lipoic acid-specific 
antibody. 22 For both E2 subunits, we observed a 25% decline in their lipoic acid 
content, while the protein level of PDH-E2 slightly increased (Fig 3A). This finding is 
consistent with the idea that lipoic acid synthesis was slightly decreased in the patient’s 
cells due to a maturation defect of the [4Fe-4S] protein LIAS. 
The aberrant splicing of the patient’s IBA57 transcript produced an additional mRNA 
encoding a truncated, 280 amino-acid residue long protein (Fig 2). Yet, immunoblotting 
with an IBA57-specific polyclonal antibody did not detect any additional band in the 
corresponding molecular mass range (Supp Fig 5A). We thus suspected an efficient 
degradation of the truncated protein by proteases. Earlier studies had shown that a 
myc-tagged version of a mutated IBA57 protein can be partially protected from 
degradation by the presence of the protease inhibitors. 21 To test whether the truncated 
280 amino-acid residue protein can be similarly stabilized, we treated a lymphoblastoid 
cell line from patient III-5 with the protease inhibitors Pefabloc and MG132. However, 
no protein band of relevant size was detectable in immunoblots, indicating that 
proteolysis inhibition was ineffective in stabilizing the truncated IBA57 (Supp Fig 5A). 
Taken together, we conclude that the aberrant IBA57 mRNA splicing in our patients led 
to a truncated coding region that did not yield a stable protein. The residual amount of 
normally spliced wild-type IBA57 mRNA produced tenfold lower amounts of IBA57 
protein to reach a functionally critical level, as reflected in mild but significant defects of 
mitochondrial [4Fe-4S] proteins, but not [2Fe-2S] proteins. This finding is fully 
consistent with the biochemical function of IBA57.  
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Since the biochemical phenotype was assayed on lymphoblastoids, it would be 





Using a combination of genetic linkage, exome sequencing, and expression studies, 
we identified a homozygous hypomorphic c.678A>G mutation in the Fe/S protein 
assembly gene IBA57 in a highly consanguineous multiplex family with HSP. Patients 
presented with a slowly progressive spastic paraparesis of childhood-onset associated 
in the majority with optic atrophy and peripheral neuropathy. The typical clinical 
combination, taken together with AR inheritance, enables the diagnosis of SPOAN-like 
phenotype in this family. The relatively slow progression into adulthood and less severe 
clinical involvement clearly distinguish the disorder in our patients from previously 
reported forms (Table e-1). 
Because multisystem neurological syndrome with prominent optic atrophy is an 
important feature in several mitochondrial encephalomyopathies, including C12orf65, 6, 
23
 SPG7 7 and OPA1 8 -related disorders with SPOAN-like phenotype, involvement of a 
mitochondrial protein in this family may not be surprising. IBA57 encodes the 
mitochondrial Fe/S protein assembly factor IBA57 which is a part of a complex 
mitochondrial iron/sulfur cluster (ISC) assembly machinery comprised of at least 16 
distinct components. 9, 13 The biosynthetic process is initiated with the synthesis of 
[2Fe-2S] clusters on a scaffold protein, a step requiring six ISC proteins. 9 The 
subsequent generation of [4Fe-4S] clusters and their insertion into appropriate 
apoproteins is facilitated by the coordinated action of further ISC maturation factors, 
including ISCA1, ISCA2 and IBA57. Consequently, cells lacking any of the latter ISC 
proteins cannot assemble mitochondrial [4Fe-4S] proteins, while the generation of 
[2Fe-2S] proteins is normal. 
The c.678A>G mutation identified in this family leads to a splicing aberration and 
results both in the reduction of the wild-type IBA57 transcript and in the generation of 
an additional aberrant transcript with a splicing error. The latter mRNA encompasses a 
shorter coding region and is predicted to cause a truncation of the IBA57 protein. 
Accordingly, the unique biochemical phenotype in this family may be satisfactorily 
explained by a significantly reduced IBA57 content accompanied by decreased levels 
and activities of the respiratory chain complexes I and II, both containing [4Fe-4S] 
clusters. In contrast, the [2Fe-2S] cluster-containing complex III remained unaffected. 
These results are consistent with the reported role of IBA57 in mitochondrial [4Fe-4S] 
protein maturation. 13, 21 This observation is further supported by analysis of other 
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mitochondrial [4Fe-4S] proteins. The decreased lipoylation of the lipoic acid-dependent 
PDH and αKGDH in this family is likely caused by functional defect of the mitochondrial 
enzyme LIAS that depends on two [4Fe-4S] clusters for function. 13, 21 Another reported 
target of IBA57 is the citric acid cycle enzyme mitoAco containing one [4Fe-4S] cluster. 
9, 13, 21
 While the steady-state protein level of mitoAco was unaffected in our patient, its 
enzymatic activity was slightly decreased, consistent with the relatively mild clinical 
phenotype. 
A qualitatively similar but significantly more severe biochemical profile was previously 
described in two siblings with multiple mitochondrial dysfunction syndrome 3 (MMDS3; 
OMIM #615330) caused by a homozygous c.941A>G, p.Gln314Pro mutation in IBA57. 
21
 This mutation affects both IBA57 protein function and stability leading to the 
degradation by proteases to below functionally critical levels. 21 Consequently, both 
siblings manifested lethal encephalopathy, multiple malformations and myopathy 
associated with hyperglycinemia, related to the lipoic acid-dependent glycine cleavage 
system, and elevated serum and MRS lactate due to the mitochondrial respiratory 
dysfunction. In contrast, our patients manifested childhood-onset, slowly progressive 
course of their multisystem neurological disorder into late adulthood without 
hyperlactemia or hyperglycinemia, probably related to the sufficient residual function of 
IBA57 in generating mitochondrial [4Fe-4S] clusters. Another biochemical difference is 
related to the activity of cytochrome oxidase (respiratory complex IV), which does not 
contain Fe/S clusters. In contrast to our patients, cytochrome oxidase was severely 
diminished in infants with MMDS3 or upon RNAi-mediated depletion of IBA57 in cell 
culture, 13, 21 probably a pleiotropic result of a significant defect in the respiratory chain 
and other [4Fe-4S] proteins. 
The particular SPOAN-like phenotype documented in this family may possibly be 
related to tissue-specific differences in aberrant IBA57 mRNA splicing and selective 
vulnerability of the central and peripheral nervous system structures. The fact that 
IBA57 plays no role in cytosolic-nuclear Fe/S biogenesis or cellular iron homeostasis 
explains normal hemoglobin and absent cerebral iron overload on MRI in our patients. 
The observed clinical SPOAN-like phenotype and a slowly progressive course likely 
result from a relatively mild biochemical phenotype due to the presence of residual 
IBA57 and a hypomorphic IBA57 mutation. Taken together, our findings explain the 
apparent differences from the severe perinatal MMDS3 and reinforce the suggested 
function of IBA57 as a late-acting ISC maturation factor of [4Fe-4S] proteins. 
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FIGURE 1: Pedigree of the family. Circles represent women and squares men. Filled 
symbols indicate affected individuals, strikethrough deceased, and double lines 
consanguinity by descent.  






FIGURE 2: IBA57 mutation identified in patients with SPOAN-like phenotype. (A) DNA 
sequencing identified a c.678A>G mutation, corresponding to a synonymous mutation 
of the IBA57 coding region. (B) Schematic representation of the splicing aberration 
induced by c.678A>G. Intron 2 is inserted following the mutation located in the 3' end of 
exon 2 (star). A>G base substitution at the 3' end of exon 2 disrupts the splicing and 
leads to insertion of intron 2 into the coding transcript. (C) Electrophoresis of cDNA 
obtained from the mRNA extracted from the patient’s III-5 EBV-immortalized 
lymphoblastoid cells. Note an additional large band in the patient's lane. (D) Results of 
the cDNA sequencing. A frameshift mutation due to the splicing aberration and the 
insertion of intron 2 leads to a translation termination codon that results in a truncated 
IBA57 protein. A sample from a healthy sibling was used as control. 
In parts (A) (B) and (D) the exonic sequence is denoted by uppercase letters, while the 
intronic sequence is denoted by lowercase letters. In the lower part of panel D darker 
upper case letters denote nucleotides that became exonic following splice aberration. 






FIGURE 3: A+B Mutant IBA57 lymphoblastoid cells show decreased levels of certain 
respiratory chain complexes and lipoylated proteins. A. Lymphoblastoid cells from 
patient III-5 and four control cell lines were lysed and the extracts subjected to SDS-
PAGE. Immunoblotting was performed using specific antibodies against the 
mitochondrial proteins IBA57, respiratory chain complex I (subunits NDUFA13, 
NDUFA9), complex II (SDHB), complex III (Rieske protein), complex IV (COX2), 
complex V (F1α/β), aconitase (mitoAco), and pyruvate dehydrogenase (PDH). Iron 
regulatory protein 1 (IRP1) is the apoform of cytosolic aconitase. The lipoic acid (LA) 
content of the E2 subunits of pyruvate dehydrogenase (PDH-E2) and α-ketoglutarate 
dehydrogenase (αKGDH-E2) was tested using a LA-specific antiserum. Staining 
against tubulin served as a loading control. Representative immunoblots of 3 
independent experiments are shown. B. Levels of the indicated proteins were 
quantified and normalized to F1α/β levels. Values obtained from the patient’s III-5 cell 
line were normalized to respective mean values calculated from four distinct control cell 
lines. Data are presented as mean ± SD (N=3 independent experiments). 
C+D. Diminished activities of the [4Fe-4S] cluster-dependent respiratory complexes in 
the mutant IBA57 cells. C. Lymphoblastoid cell lines from patient III-5 and from controls 
were lysed and separated by digitonin treatment and centrifugation at 15,000 xg into a 
soluble (cytosol) and a membrane fraction containing mitochondria. Samples were 
analyzed for the indicated enzyme activities by spectrophotometric assays. Data were 
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normalized to enzyme activities of the non-Fe/S proteins citrate synthase (CS) and 
lactate dehydrogenase (LDH) as indicated, and presented relative to the values for the 
mean of the control cell lines. D. Cell lines from A were mechanically lysed and 
subjected to blue native-PAGE. Complex I activity was estimated by an in-gel activity 
assay. A representative result is shown. Band intensities were quantified and 
normalized to CS and the mean ± SD (N=6 independent experiments) is shown below 
the gel. 
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TABLE 1. Main clinical findings in the patients with a homozygous c.678A>G 
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TABLE 2. Main laboratory findings in four patients with the homozygous 




  Anhang - Publikation 3 
 
100
Supplementary Data  
 






Supp FIGURE 2. Optical coherence tomography in patient III-6 showing diffuse 
thinning of the peripapillary retinal ganglion cell fibers of the optic nerve heads. 
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Supp FIGURE 4. Cerebral MRI in patient III-5 showing mild corpus callosum atrophy 
and scattered foci of fluid attenuated inversion recovery (FLAIR)-hyperintensity in the 
cerebral white matter, some of which appeared with central cystic cavitation. 
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Supp FIGURE 5. Truncated IBA57 protein is not detectable after protease inhibition. 
(A) Lymphoblastoid cells from patient III-5 were treated with the indicated concentration 
of Pefabloc or MG132 for 16 h prior to cell harvest and lysis. Extracts of these cells and 
control cells were analyzed for IBA57 by immunoblotting. Staining against tubulin 
served as a loading control. (B) HeLa cells were transfected with a plasmid encoding 
wild-type or myc-tagged mutant IBA57 (Q314P) as reported in Ajit Bolar et al. 2013. As 
indicated, cells were treated with Pefabloc or MG132 for 16 h before harvest. Cell 
lysates were analyzed via immunoblotting illustrating endogenous IBA57 and plasmid-
borne IBA57-myc protein levels. Staining against tubulin served as a loading control. 
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R (2012). The human mitochondrial ISCA1, ISCA2, and IBA57 proteins are required for 
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